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低温 生物 学 (cryobiology) 是 生物 科学 的 一 门 新 兴 分 支 学 科 ， 
它 是 研究 低温 对 生物 体 所 产生 的 影响 及 其 应 用 的 科学 。 其 研究 内 
容 包 括 生物 对 寒冷 环境 耐性 的 机 理 ;生物 体 冻伤 及 其 防治 ;生物 材 
料 的 低温 保存 和 移植 等 诸多 方面 。 目 前 ,低温 生物 学 在 生物 耐寒 
性 的 理论 研究 和 生物 材料 冷冻 保存 的 应 用 研究 方面 发 展 较 快 。 低 
温 生 物 学 的 研究 和 应 用 ,不 仅 促 进 了 生物 学 、 医 学 等 基础 学 科 的 发 
展 , 而 且 为 农业 、 畜 牧 业 、 医 药 工业 及 食品 工业 等 带 来 了 巨大 的 效 
益 。 不 仅 如 此 ,低温 生物 学 研究 广泛 、 深 入 地 开展 ,对 保护 人 类 赖 
以 生存 的 环境 ,挽救 濒危 的 珍稀 动 、 植 物 及 微生物 物种 ,保护 生物 
多 样 性 也 将 产生 深远 的 影响 。 因 此 低温 生物 学 已 成 为 备 受 人 们 关 
注 的 一 门 新 兴 交 叉 学 科 。 

70 年 代 以 来 ,我 国 临床 低温 医学 发 展 较 快 ,并 相继 出 版 了 《 低 
温 医学 》《 实 用 低温 医学 )《 低 温 生物 医学 技术 ) 等 专著 。 这 些 专 
著 的 问世 ,对 推广 普及 、 提 高 低温 医学 和 低温 生物 学 起 到 了 重要 
的 促进 作用 。 但 我 国 目前 全 面 、 系 统 介绍 低温 生物 学 的 书籍 甚 少 。 
基于 这 一 现状 ,本 书 力求 全 面 、 系 统 地 从 细胞 学 .遗传 学 、 物 理化 学 
和 低温 工程 技术 等 不 同 角度 论述 低温 生物 学 的 有 关 基 础 理论 ,并 
介绍 各 类 不 同 生 物 材 料 低温 保存 的 基本 原理 和 技术 方法 。 本 书 作 
者 都 长 期 从 事 低温 生物 学 和 生物 材料 低温 保存 方面 的 研究 ,所 所 
写 的 内 容 参 阅 了 国内 外 最 新 资料 ,并 结合 了 本 人 长 期 工作 经 验 和 
研究 成 果 。 

本 书 由 李 广 武 、 郑 从 义 、 唐 兵 主 编 。 参 加 编写 的 有 李 广 武 (第 
1 章 )、 郑 从 义 ( 第 2 章 、 第 8 章 、 第 9 章 、 第 10 章 、 第 12 章 、 第 13 
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章 、 附 录 )、 唐 兵 (第 5 章 , 第 6 章 、 第 7 章 )、 万 小 春 (第 1 章 、 第 2 
章 ) 王 林 波 (第 10 章 )、 王 延 枝 (第 2 章 )、 华 泽 旬 (第 3 章 、 第 4 
FRERE) 

本 书 既 可 作为 科研 院 所 大专 院 校 从 事 低温 生物 学 研究 及 教 
学 工作 者 的 有 益 参考 书 , 也 可 作为 从 事 各 种 生物 材料 低温 保存 实 
际 工作 者 的 工具 书 。 

湖南 科学 技术 出 版 社 对 本 书 的 出 版 给 予 了 大 力 支持 ;我 国 在 
日 本 京都 大 学 农学 院 留学 的 汪 光 照 博士 和 在 美国 芝加哥 大 学 微 生 
物 学 系 留学 的 卫 苑 博士 为 本 书 提供 了 大 量 的 文献 资料 ;中 国 典型 
培养 物 保藏 中 心 的 全 体 同志 给 予 多 方面 的 支持 ; 辛 晓 红 同 志 为 全 
书 文稿 输入 计算 机 , 陈 宝 联 先生 为 本 书 绘制 插图 付出 了 六 勤 的 劳 
动 ,在 此 一 并 致 以 衷心 的 谢意 。 

全 书 从 1996 年 元 月 组 稿 ,历时 1 年 半 完 成 。 虽然 尽 了 最 大 努 
力 ,但 由 于 低温 生物 学 发 展 迅速 ,内 容 广阔 ,涉及 多 种 学 科 ,资料 广 
献 浩如烟海 ,限于 编者 水 平 有 限 ,错误 之 处 敬 请 广大 读者 和 同仁 批 
评 指正 。 


srk BUM 
1997 年 7 月 于 武汉 大 学 
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第 1 章 A R 


$1.1 低温 生物 学 的 定义 及 其 研究 范畴 


“cryobiology” 由 “cryo” 和 “biology” 组 成 ,cryo 是 一 个 前 级 词 ， 
译 为 “低温 "。 它 源 于 希腊 语 ,也 有 冷冻 (frost) 、 寒 冷 (cold) 之 意 。 
biology 译 为 “生物 学 ”, 故 全 词 直译 为 “低温 生物 学 ”"。 起 初 , “cry- 
obiology ”一 词 主要 为 美国 人 使 用 ,英国 人 一 直 以 “low temperature 
biology” 表 达 低 温 生 物 学 的 含义 。 随 着 时 间 的 推移 ,各 国 开始 习惯 
于 使 用 “cryobiology ”一 词 ,在 较 新 的 文献 中 ,很 少 用 “low tempera- 
ture biology”。 当 然 , 无 论 以 哪 种 形式 表达 ,二 者 的 意思 是 一 样 的 ， 
均 强 调 低温 与 生物 学 的 关系 。 

尽管 "低温 "是 一 个 经 常 被 使 用 的 词 ,但 就 其 定义 而 言 ,可 以 说 
是 非常 含糊 的 。 例 如 ,物理 学 上 所 指 的 低温 ,是 指 接近 于 绝对 零度 
的 极 低温 度 ( - 273°C ); 而 农业 上 所 说 的 低温 (冷害 ) ,常常 是 指 那 
些 比 常温 稍 低 一 点 的 温度 而 言 ;微生物 学 上 的 低温 冷 休 克 (cold 
shock) 温 度 通常 为 + 4C 以 下 ;医学 上 常 提 到 的 体温 过 低 (hy- 
pothermia) #2 484% F A 4 iia BE (37°C ) 的 体温 ;食品 保鲜 学 上 的 低 
温 冷 冻 (chilling) 意 为 食品 的 冻结 温度 ( 一 20C ) 以 下 。 可 见 在 日 常 
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生活 中 ,很 难 给 低温 一 个 确切 的 定义 。 那 么 ,低温 生物 学 要 讨论 的 
低温 到 底 是 一 个 怎样 的 温度 范围 呢 ?” 从 “ 低 ” 这 方面 来 说 ,实验 中 
可 以 实现 的 低温 可 达到 绝对 零度 , 即 -273Y ;而 从 “高 "这 方面 讲 ， 
若 以 温度 划 线 ,似乎 是 一 个 难题 。 然 而 ,从 低温 生物 学 研究 性 质 、 
研究 对 象 划 线 ,上 限 温度 可 以 放 在 OTC 附近 ,或 者 是 更 高 一 些 (5 一 
10C )。 这 样 的 温度 范围 足以 概括 低温 生物 学 的 研究 范畴 。 

在 低温 生物 学 中 ,还 有 一 个 对 低温 形式 的 语言 表达 问题 ,如 低 
温 \ 极 低温 .超低温 所 表达 的 温度 范围 差异 很 大 ,如 果 说 极 低温 度 
是 指 接近 绝对 零度 ( - 2737 ) ,那么 ,超低温 的 概念 则 使 人 感到 茫 
SR. 因此 ,习惯 上 ,将 液 所 温度 ( - 196°C ) 称 为 超低温 ;干冰 温度 
(一 70C ) 称 为 极 低温 ;低温 则 从 4C 往 下 线 推 。 急 速冻 结 .缓慢 冻 
结 一 类 的 词 也 常 在 低温 生物 学 中 被 使 用 ,严格 地 讲 这 也 是 不 妥 的 ， 
因为 二 者 间 并 无 一 个 冻结 的 温度 和 速度 概念 。Smith 提出 的 语言 
表达 方式 ( 表 1 1) 比较 好 地 解决 了 温度 和 速度 间 的 关系 ,尽管 有 
学 者 持 不 同意 见 ,但 仍 有 其 参考 价值 。 

表 1-1 Smith 提出 冷却 温度 与 速度 的 语言 表达 


温度 范围 冻结 时 间 语言 表达 
0~ -190C 2 秒 以 内 超速 冻结 (ultrarapid) 
0~-79T 2B ~5 44h 快速 冻结 (rapid) 
0~ -79T 16 分 钟 以 上 慢 速 冻结 (slow) 
一 20C 及 其 它 1 小 时 以 上 极 慢 速冻 结 (very slow) 


以 上 讨论 的 是 低温 的 定义 和 语言 表达 等 问题 。 鉴 于 低温 生物 
学 是 以 生物 活体 为 研究 对 象 ,所 以 有 必要 对 低温 与 生物 活体 机 能 
间 的 关系 进行 讨论 。 在 低温 生物 学 研究 中 ,如 果 以 生物 体 的 死活 
为 基准 ,那么 生物 体 间 对 低温 的 抗 性 (或 耐 受 性 ) 差 异 显著 。 一 般 
认为 ,最 高 级 的 动物 一 人 对 低温 的 耐 受 性 是 最 弱 的 ,而 最 低级 的 
生物 体 一 一 微生物 则 是 最 强 的 。 例 如 ,在 比 37C 高 或 者 低 10 ~ 
207 的 情况 下 ,人 的 生命 就 有 危险 。 而 多 数 细菌 ,病毒 在 近 于 绝对 
零度 , 即 -273 习 的 最 低 限 温度 条 件 下 , 仍 能 生存 。 这 可 以 说 是 两 
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个 极端 ,几乎 所 有 生物 的 生存 温度 均 位 于 这 两 个 极端 之 间 。 当 然 ， 
有 时 同 种 生物 体 间 对 低温 的 抵抗 力也 存在 差异 。 诸 如 单 细胞 微 生 
物 的 低温 抗 性 差异 还 与 培养 条 件 ,生理 状况 .遗传 特性 有 直接 的 关 
系 。 所 以 低温 生物 学 研究 的 目的 之 一 就 是 要 比较 、 确 定 其 温度 差 
异 ,从 而 有 效 地 保存 它们 。 

综 上 所 述 ,低温 生物 学 可 以 定义 为 是 研究 低温 条 件 下 生命 现 
象 的 科学 。 其 研究 内 容 涉 及 动物 学 植物 学 .微生物 学 、 医 学 、 农 
学 林学、 食品 科学 中 的 许多 方面 。 它 以 物理 学 ,化 学 .低温 工程 学 
为 依托 ,以 生物 化 学 .生物 物理 学 .细胞 生物 学 .遗传 学 为 基础 , 研 
究 生物 个 体 的 低温 生存 环境 离 体 生物 材料 的 低温 保存 植物 的 冻 
害 及 耐寒 性 ,探索 低温 损伤 机 理 ,发 据 低 温 抗 冻 物质 ,实施 冷冻 医 
疗 等 ,从 而 阐明 低温 条 件 下 生命 现象 的 特征 及 其 本 质 。 


$1.2 低温 生物 学 研究 简 史 


低温 生物 学 产生 的 确切 年 代 虽然 不 太 清 楚 ,但 可 引用 Dr. 
Luyet 在 Society for Cryobiology 的 创立 大 会 上 的 演讲 内 容 , 对 低 
温 生 物 学 研究 历史 作 简要 介绍 。 

人 类 自 原始 时 代 就 开始 不 断 地 与 寒冷 作 斗 争 。 例 如 ,用 火 取 
暖和 剥 取 动 物 皮囊 身 等 等 。 但 是 ,冰期 过 后 , 随 着 地 球 上 气候 的 逐 
渐变 暧 ,防范 高 温 的 问题 又 接 中 而 来 ,于 是 ,人 类 又 开始 考虑 利用 
寒冷 。 例 如 ,在 冬季 ,将 冰 准 备 好 供 夏季 保存 食品 用 。 这 些 与 生活 
密切 相关 的 问题 促进 入 类 考虑 利用 低温 ,使 人 类 的 智慧 得 以 发 展 。 
在 悠久 的 人 类 历史 中 ,能 作为 低温 生物 学 的 基础 ,针对 寒冷 对 生物 
体 影 响 的 研究 始 于 18 世纪 。 在 当时 ,多 以 植物 为 研究 对 象 ,具体 
的 研究 内 容 包 括 冻结 的 障碍 作用 、 产 生 障 碍 的 原因 及 冰 侵 入 植物 
的 机 制 的 观察 ;对 冻结 抵抗 力 强 的 植物 和 抵抗 力 弱 的 植物 的 差异 
研究 ; 耐 冻 性 因子 的 探索 ;冻结 障碍 的 防范 以 及 使 动 植物 耐 冻 的 方 
法 等 等 。 

另 一 方面 ,关于 寒冷 对 动物 的 影响 的 研究 ,首先 被 作为 问题 提 
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出 的 是 昆虫 和 水 生动 物 是 怎样 忍受 冬季 的 寒冷 以 及 水 的 冻结 。 另 
外 ,也 弄 清 了 线虫 类 的 小 动物 即使 在 干燥 状态 下 也 能 够 长 期 生存 ， 
以 及 植物 的 种 子 等 不 仅 能 够 忍受 干燥 ,而且 以 脱水 来 增加 对 低温 
的 抵抗 性 等 事实 。 进 入 19 世纪 后 , 随 着 多 种 微生物 的 发 现 ,知道 
了 微生物 也 对 冻结 和 干燥 有 很 强 的 抵抗 性 ,特别 是 芽孢 的 抵抗 性 
非常 强 。 

就 温度 而 言 ,作为 影响 生物 生存 的 外 部 因子 ,不 仅 有 自然 的 气 
候 条 件 ,而 且 还 能 够 人 为 地 创造 寒冷 环境 。 制 冰 法 、 空 冷 冷冻 机 、 
空气 液化 机 分 别 于 1834 年 1849 年 .1895 年 被 研制 成 功 。 这 些 获 
取 低 温 的 方法 和 装置 的 开发 及 利用 ,使 低温 生物 学 的 实验 研究 变 
得 相对 容易 ,促使 该 领域 的 研究 得 以 快速 发 展 。 

进入 本 世纪 后 , 随 着 应 用 范围 的 不 断 扩 大 ,低温 生物 学 得 到 了 
快速 的 发 展 ,尤其 是 30 年 代 以 来 的 数 十 年 的 进步 格外 迅速 。 
Luyet( 美 国 ) ,Levitt( 美 国 ) 以 及 Greaves( 英 国 ) 等 的 研究 大 体 上 就 
是 在 这 个 时 代 。 第 二 次 世界 大 战 后 ,应 用 方面 的 发 展 引 人 注目 ,其 
被 广泛 地 应 用 到 制药 及 食品 加 工 等 领域 就 是 其 特征 之 一 。 另 一 方 
面 ,其 在 医疗 领域 的 应 用 ,例如 低 体 温 法 、 患 部 冻结 法 ,移植 用 材料 
的 保存 法 等 外 科 领 域 广泛 使 用 的 方法 都 是 近 几 十 年 的 事 , 是 低温 
生物 学 的 新 领域 。 

如 果 进 一 步 将 整个 历史 过 程 归纳 一 下 ,可 以 将 其 分 成 以 下 两 
大 部 分 。 

第 一 部 分 是 关于 生物 在 自然 气候 条 件 下 对 寒冷 的 感受 性 或 抵 
抗 性 的 观察 。 这 也 是 与 人 的 冻 死 及 冻伤 有 关联 的 问题 。 简 言 之 ， 
即 低温 会 给 生命 体 带 来 什么 影响 ? 或 者 说 ,生命 体 是 怎样 忍受 低 
温 的 ?这 些 是 自古 以 来 就 存在 ,但 至 今 仍 留 有 许多 未 知 点 的 低温 
生物 学 的 重大 课题 。 

第 二 部 分 是 以 这 些 自 然 现象 为 基础 ,在 实际 应 用 中 发 展 起 来 
的 问题 。 在 多 数 情况 下 ,主要 是 针对 生物 体 的 保存 ,利用 冷冻 机 或 
致 冷 剂 来 冷却 以 达到 极 低 的 温度 。 保 存 温度 越 低 ,生物 体 代 谢 机 
能 越 低下 ,就 越 能 够 抑制 活性 物质 的 作用 ,所 以 ,液态 氮 常 常 被 用 
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来 保存 实验 材料 (如 生命 体 的 细胞 或 组 织 )。 但 生物 材料 在 冷冻 和 
复原 过 程 中 常常 会 承受 种 种 损伤 。 因 此 ,为 了 尽 可 能 地 减少 其 损 
伤 ,保护 物质 的 研究 曾 一 度 盛行 , 自 1949 年 Polge 等 添加 甘油 低 
温 保存 动物 精子 获得 成 功 以 来 ,人 们 为 低温 保护 物质 的 筛选 应 用 
花费 了 许多 精力 。 迄 今 DMSD PVP、 乙 二 醇 等 低温 保护 剂 广泛 被 
应 用 。 

应 该 说 ,低温 生物 学 发 展 最 快 是 近 二 十 几 年 的 事 , 进 入 80 年 
代 以 来 ,由 于 热 物理 学 ,物理 学 化 学 .工程 学 和 生物 学 、 医 学 等 学 
科 的 渗透 ,交叉 ,低温 工程 理论 及 实用 设计 原理 的 不 断 更 新 及 应 
用 ,低温 生物 学 的 研究 快速 发 展 ,取得 许多 突破 性 的 进展 。 诸 如 高 
精度 程控 降温 仪 ,低温 显微镜 、 微 热电 偶 测 温 计 的 问世 ,使 得 研究 
生物 材料 冻 存 的 降温 速率 ` 测 定 冰晶 形成 方式 .诱导 冰 核 形成 等 更 
为 方便 ,人 们 可 以 在 +30~ — 180°C 范围 内 任意 调整 变温 ,根据 冻 
存 材料 的 种 类 和 状况 ,调节 降温 速率 。 现 已 证 明 ,不 同 的 单 细胞 个 
体 ,同一 种 细胞 或 组 织 ,在 相同 的 低温 保护 剂 中 ,以 不 同 的 速率 降 
温 冻 存 、 复 温 后 ,活性 相差 其 远 。 但 人 们 通过 借助 高 精度 低温 研究 
仪器 ,控制 降温 条 件 ,可 以 取得 明显 的 冻 存 效果 。 目 前 ,各 种 生物 
材料 单 细胞 长 期 冻 存 成 为 可 能 ,并 能 对 包括 动物 器 官 (胰腺 、 皮 肤 、 
角膜 ,眼球 等 ) .植物 组 织 (花粉 . 胚 \ 叶 片 等 ) 进 行 冻 存 。 另 外 ,玻璃 
化 浆 存 技术 已 从 研究 向 应 用 发 展 ,各 种 玻璃 化 保护 剂 配 比 设计 、 保 
护 剂 种 类 的 选择 浓度 的 调整 ,加 入 方法 和 去 除 方法 都 在 不 断 完 
普 , 并 趋 于 标准 化 。 基 础 研究 为 实际 应 用 更 定 了 基础 ,使 得 多 种 生 
物 材料 已 能 成 功 地 玻璃 化 冻 存 。 应 该 说 ,这 一 技术 具有 广阔 的 应 
用 前 景 。 

最 近 几 年 , 抗 冻 蛋 白 的 分 离 、 纯 化 , 抗 冻 基 因 的 发 现 ,使 低温 生 
物 学 的 研究 从 个 体 、 细 胞 水 平 进入 分 子 水 平 。 现 已 证 明 , 抗 冻 蛋白 
不 但 能 作为 一 种 抗 冻 剂 用 于 细胞 或 组 织 的 低温 冻 存 ,还 可 采用 基 
因 重组 ,转移 的 分 子 生物 学 技术 ,将 抗 式 基因 进行 转移 ,从 而 选 育 
抗 冻 动物 ( 鱼 类 ) , 抗 冻 植物 。 虽 然 这 些 研究 还 处 于 起 步 或 初步 研 
究 阶段 ,但 发 展 很 快 ,受到 低温 生物 学 家 、 遗 传 学 家 的 高 度 重视 。 
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例如 ,大 西洋 的 大 马 哈 鱼 不 具备 抗 冻 能 力 ,因此 ,不 能 在 寒冷 的 北 
大 西洋 养殖 。 将 抗 冻 蛋 白 基因 导 和 人 大 马 哈 鱼 体内 ,并 使 其 表达 抗 
冻 蛋 白 ,从 而 增强 抗 寒 能 力 ,并 能 在 北大 西洋 养殖 。 

低温 免疫 的 研究 取得 突破 性 进展 ,冷冻 免疫 已 不 再 是 仅 限 于 
冷冻 治疗 肿瘤 的 观察 。90 年 代 以 来 ,已 发 现 器 官 冷冻 后 ,对 降低 
免疫 排斥 反应 有 明显 的 作用 ;人 外 周 血 单 核 细 胞 冷冻 后 ,可 增强 分 
洲 多 种 细胞 因子 的 功能 。 这 些 发 现 具有 重要 价值 ,开辟 了 低温 生 
物 学 研究 的 新 领域 。 

另外 ,低温 对 生物 体 的 损伤 机 理 ,生物 体 抗 冻 性 方面 的 研究 已 
进入 亚 细 胞 水 平 .分子 水 平 。 通 过 对 多 种 生物 材料 的 研究 ,很 多 假 
说 得 到 实验 的 证 实 , 如 膜 损伤 学 说 .DNA 修复 机 制 . 酶 偶 联 形式 
等 。 这 些 研究 不 仅 阐明 了 很 多 理论 问题 ,也 为 低温 医疗 ,冷冻 保藏 
的 普及 提供 了 理论 依据 。 

如 前 所 述 , 低 温 生物 学 自 形 成 体系 以 来 ,历史 还 很 短 , 尽 管 如 
此 ,其 应 用 范围 日 益 扩 大 ,至 今 这 个 边缘 科学 所 研究 的 内 容 已 涉及 
到 很 多 方面 ,而 且 使 人 感觉 到 有 许多 基础 性 问题 尚未 阅 明 ,而 应 用 
方面 却 先行 了 。 例 如 ,冻结 及 干燥 所 引起 的 细胞 障碍 的 机 制 尽 管 
还 不 清楚 ,但 为 防除 障碍 用 的 保护 物质 的 利用 却 已 积累 了 许多 的 
经 验 。 另 外 ,同样 是 基础 研究 ,但 生物 的 个 体 水 平和 细胞 水 平 之 间 
以 及 细胞 水 平和 构成 细胞 的 蛋白 质 、 脂 类 等 的 分 子 水 平 之 间 的 研 
究 ,还 存在 着 很 大 的 鸿沟 。 因 此 ,还 需 各 个 领域 研究 者 通力 合作 ， 
共同 攻关 。 可 以 相信 ,蛋白 变性 的 研究 直接 用 来 说 明细 胞 损伤 机 
制 的 日 子 会 早日 到 来 。 

另 一 方面 ,应 用 领域 在 今后 还 有 可 能 更 大 地 扩展 范围 。 例 如 ， 
低温 生物 学 现在 已 经 在 宇宙 生物 学 方面 发 挥 着 重要 作用 ;在 医学 
领域 ,从 移植 用 脏 器 的 保存 到 生物 体 自身 的 冻结 保存 ,都 是 学 者 们 
不 断 研究 的 重要 课题 。 今 天 的 梦想 有 很 多 会 变 成 明天 的 现实 ,我 
们 期 待 着 低温 生物 学 研究 的 飞跃 发 展 。 


$1.3 低温 生物 学 研究 与 生物 多 样 性 保护 


一 、 生 物 多 样 性 保护 的 意义 

生物 资源 是 地 球 上 生命 存在 的 基础 ,其 中 也 包括 人 类 自身 生 
存 的 基础 。 因 此 ,保护 生物 资源 就 是 保护 人 类 赖 以 生存 的 基础 。 
但 是 随 着 科学 的 进步 .工农 业 的 发 展 、 人 口 的 膨胀 ,人 类 正在 不 知 
不 觉 地 破坏 赖 以 生存 的 环境 ,生物 多 样 性 正在 以 前 所 未 有 的 速度 
遭受 破坏 。 最 新 的 估计 认为 ,在 过 去 的 2 亿 年 中 ,平均 每 100 万 年 
有 90 万 种 痛 椎 动物 灭绝 。 根 据 Myers(1988) 的 粗略 估计 ,大 约 每 
27 年 就 有 一 种 高 等 植物 灭绝 ,这 个 速度 还 在 不 断 加 快 。 根 据 全 球 
2000 年 预测 报告 ,如 果 人 类 的 消费 水 平和 破坏 状况 按 目前 情况 不 
变 ,预计 到 2000 年 ,地球 上 全 部 物种 的 15% ~20% 将 会 消失 。 最 
近 一 个 关于 世界 鸟 类 的 综合 评价 总 结 说 ,在 9000 种 世界 鸟 类 中 ， 
有 1000 种 ( 占 11% ) 不 同 程度 地 受到 灭绝 的 威胁 ,而 1978 年 才 只 
有 290 种 鸟 类 受到 威胁 。 在 我 国 ,生物 多 样 性 也 同样 面临 着 严重 
问题 ,由 于 人 口 压力 ,需要 更 多 的 耕地 及 生活 和 生产 资料 ,大 面积 
森林 遭受 砍伐 ,草原 开明 和 过 度 放 牧 , 致 使 我 国 十 分 丰富 的 生物 多 
样 性 走向 被 破坏 的 境地 。 有 人 估计 ,我 国 目前 至 少 有 3000 种 植物 
处 于 濒危 ,有 3 万 一 15 万 种 生物 受到 严重 威胁 ,如 不 采取 有 力 保 
护 措施 ,很 快 就 要 绝 灭 。 世 界 各 国 对 生物 多 样 性 保护 十 分 关注 ,在 
1980 年 世界 自然 资源 保护 联盟 (IUCN) 、 联 合 国 环境 署 (VNEP) 
和 世界 野生 生物 基金 会 (WWF) 联 合 提出 的 《世界 自然 保护 策略 》 
就 指出 要 维护 基本 生态 学 过 程 和 生命 维持 系统 ,保护 基因 多 样 性 、 
物种 和 生态 系统 的 永 续 利用 ,对 生物 多 样 性 的 三 个 方面 已 明确 指 
出 要 加 以 保护 。 在 80 年 代 初 ,IUCN 进一步 提出 了 “抢救 植物 就 
是 拯救 人 类 "的 行动 纲领 ,说 明了 生物 多 样 性 与 人 类 生存 的 密切 关 
系 , 所 以 生物 多 样 性 的 保护 , 决 不 是 一 个 小 问题 ,而 是 关系 到 人 类 
生存 的 大 问题 ,否则 将 对 子孙 后 代 犯 下 无 法 弥补 的 错误 。 

二 、 生 物 多 样 性 保护 的 内 容 


生物 多 样 性 是 指 地 球 上 所 有 的 生命 资源 ,是 40 亿 年 来 自然 进 
化 的 结果 , 它 包 括 几 万 甚至 上 千 万 的 植物 动物 、 微 生物 以 及 它们 
所 拥有 的 基因 ,以 及 由 这 些 生 物 所 构成 的 生态 系统 。 因 此 ,生物 多 
样 性 包括 三 方面 的 内 容 , 即 生态 系统 多 样 性 ,物种 多 样 性 和 遗传 多 
样 性 。 

(一 ) 生态 系统 多 样 性 

生态 系统 是 指 在 一 定 空间 下 ,植物 ,动物 ,微生物 及 其 所 在 地 
的 环境 因素 ,通过 能 量 流动 和 物质 循环 而 发 生 相互 作用 的 综合 体 。 
我 国 地 域 辽阔 ,地 处 寒 温 带 ,温带 . 暖 温带 .亚热带 和 热带 ,从 东南 
沿海 到 西北 内 陆 , 又 有 湿润 SAE Od , 非 王 旱 和 证 后 不 同 的 地 区 ,加 
之 我 国 地 形 复杂 而 增加 了 我 国 的 复杂 性 。 据 初步 统计 ,我 国 森 林 
就 有 16 个 大 类 , 约 185 类 生态 系统 ,还 有 4 大 类 草原 .7 大 类 荒漠 
以 及 高 山 植 被 等 约 460 类 生态 系统 。 这 样 规 模 的 生态 系统 的 多 样 
性 是 我 国 的 一 项 宝贵 财富 。 

(二 ) 物种 多 样 性 

物种 是 生命 存在 的 基本 形式 ,也 是 生态 系统 中 生物 群落 组 成 
的 基本 单元 。 因 此 群落 的 物种 多 样 性 是 生态 系统 结构 和 功能 的 决 
定 因素 。 可 是 直到 如 今 ,人 们 还 不 能 精确 估计 全 球 物种 的 数量 ,不 
同 的 研究 者 估计 数 差距 甚大 。 据 估计 ,地 球 上 所 存在 的 生物 约 为 
500 万 一 3000 万 种 之 间 ,经 科学 家 订 名 的 种 类 只 有 140 万 种 ,其 中 
昆虫 约 75 T, AHEAD 4. 1 万 种 ,植物 (主要 为 维 管 植物 和 昔 惠 
植物 ) 为 25 万 种 ,真菌 10 万 种 ,其 他 还 有 无 疹 椎 动物 BK AE 
物 等 。 我 国 也 是 物种 极其 丰富 的 国家 之 一 , 仅 就 动物 而 言 , 昆 由 为 
15 万 种 ,无 背 椎 动物 3. 5 Ph, ARE DB AI 5139 种 ( 兽 类 499 
种 , 鸟 类 1186 Ph, MEATS 380 种 ,两 栖 类 270 种 , 鱼 类 2804 种 )。 
我 国 动物 种 类 数 约 占 全 世界 动物 种 类 的 十 分 之 一 左右 ,说 明 我 国 
是 一 个 物种 多 样 性 极为 丰富 的 国家 。 

(=) 遗传 多 样 性 

每 一 物种 都 是 一 个 独特 的 基因 库 。 可 以 说 物种 多 样 性 中 包括 
遗传 多 样 性 ,但 遗传 多 样 性 远 远 超过 物种 多 样 性 的 范围 。 种 下 可 
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能 有 亚 种 的 分 化 ,或 由 许多 地 理 或 生态 种 群 所 组 成 ,家 养 动物 包含 
有 众多 的 品种 和 类 型 。 因 此 ,许多 物种 实际 上 包含 成 百 上 千 个 不 
同 的 遗传 类 型 。 例 如 ,泥鳅 的 同一 亚 种 Cobitis taenia taenia PH 
在 2n=50,75,86,94 等 4 种 染色 体 数 目 ,显示 了 丰富 的 遗传 多 样 
性 。 遗 传 多 样 性 是 生命 进化 和 适应 的 基础 ,种 内 遗传 多 样 性 愈 丰 
富 ,物种 对 环境 变化 的 适应 能 力 愈 大 。 因 此 ,保护 遗传 多 样 性 有 利 
于 物种 的 生存 。 

三 、 低 温 生物 学 与 保护 生物 多 样 性 的 关系 

由 于 低温 能 抑制 生物 体 的 生化 变化 ,而 且 低温 生物 学 的 研究 
促进 了 生物 低温 保存 技术 的 不 断 提高 ,使 低温 保存 生物 材料 在 医 、 
农 \ 牧 的 实践 中 得 到 广泛 应 用 。 如 在 医学 方面 ,低温 能 保存 血液 及 
某 些 组 分 精子 胚胎、 骨 锋 细 胞 、 肝 细胞 \ 皮 肤 、 角 膜 、 胰 腺 组 织 等 ， 
为 临床 医学 带 来 了 突破 性 的 发 展 。 在 农业 方面 ,世界 各 国 建立 了 
作物 种 质 资源 冷库 ,保存 栽培 野生 及 人 工 创制 的 谷类 、 豆 类 、 蔓 
K THAR ER AES ARK A RA SRA. M 
着 生物 技术 的 迅速 发 展 ,种 质 资源 的 保存 范围 在 不 断 扩大 ,包括 组 
织 培养 物 如 单 细胞 ,原生质 体 、 花 粉 .种 子 胚 、 愈 伤 组 织 等 。 近 10 
年 来 ,我 国 在 超低温 保存 植物 花粉 研究 方面 ,解决 了 许多 关键 技 
术 , 取 得 了 很 大 成 功 ,好 玉米 、 黑 麦 . 桃 和 梨 的 花粉 保存 2 年 后 ,用 
于 授粉 ,田间 结实 率 为 77.8% 60.7% 53.8% .92.3% ,相当 于 对 
照 的 91.4% .79.0% ,94.6% .96.3% 。 武 汉 大 学 中 国 典型 培养 物 
保藏 中 心 在 保存 光敏 核 不 育 水 稻 愈 伤 组 织 和 油菜 花粉 研究 方面 也 
获得 较 好 的 结果 ,这 对 于 解决 花期 不 遇 .异地 杂交 及 为 育种 工作 提 
供 了 方便 。 在 畜牧 业 方面 ,哺乳 动物 精子 和 胚胎 的 低温 保存 ,通过 
“ 代 F 腹 怀胎 "的 办 法 得 到 大 量 的 良种 牛 患 ,为 畜牧 业 带 来 了 巨大 变 
革 。 这 一 保存 方法 对 挽救 濒危 的 珍稀 动物 如 大 能 猫 .东北 虎 等 有 
重要 的 意义 。 我 国 成 功 地 实现 了 熊猫 精子 的 种 子 库 保存 ,不 让 其 
变异 。 液 氨 低 温 种 子 库 有 其 特殊 的 优点 ,不 会 有 病害 和 虫害 ,能 长 
期 保存 而 无 变异 ,不 需要 复杂 的 温度 和 湿度 调节 等 。 不 难看 出 , 开 
展 低温 生物 学 的 研究 ,有 利于 生物 多 样 性 保护 技术 的 不 断 提 高 ,使 
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生物 资源 得 到 更 有 效 的 保护 ,特别 是 对 挽救 那些 处 于 濒危 的 珍稀 
生物 资源 有 着 更 为 特殊 的 作用 。 反 过 来 ,得 到 保护 的 生物 资源 又 
可 以 丰富 低温 生物 学 研究 的 内 容 和 范围 ,使 生物 多 样 性 保护 与 低 
温 生 物 学 研究 得 到 协调 发 展 。 


第 2 章 低温 生物 学 研究 的 细胞 
学 及 遗传 学 基础 


细胞 是 生物 体 结构 和 功能 的 基本 单位 。 生 物体 的 生命 活动 在 
细胞 内 进行 ,而 且 对 环境 条 件 有 直接 的 依赖 关系 。 通 常 ,任何 环境 
因素 的 变化 ,将 会 不 同 程度 地 对 细胞 的 生命 活动 造成 直接 或 间接 
的 影响 。 在 低温 生物 学 研究 中 ,低温 作为 一 种 外 部 因素 ,可 直接 影 
响 细胞 的 生命 活动 ,使 细胞 产生 一 系列 形态 .生理 生化 和 免疫 学 
功能 的 变化 。 同 时 ,低温 也 可 以 作为 一 种 保护 源 ,用 于 生物 细胞 的 
长 期 保存 。 因 此 ,深入 了 解 细 了 攀 的 基本 结构 与 功能 ,对 于 研究 细胞 
的 抗 冻 机 理 、 低 温 损伤 机 制 ,有 效 地 利用 低温 生物 学 技术 极为 重 
要 。 本 章 在 介绍 细胞 结构 与 功能 的 基础 上 ,重点 讨论 低温 在 细胞 
水 平 . 亚 细胞 水 平分 子 水 平 可 能 产生 的 效应 ,为 后 面 各 章节 鲁 述 
各 种 生物 材料 的 低温 生物 学 问题 提供 理论 依据 。 


$2.1 植物 冻害 与 抗 寒 性 的 细胞 学 基础 


低温 冻害 严重 危害 许多 植物 生存 ,尤其 对 粮食 作物 .果树 、 蔬 
菜 及 经 济 作物 的 影响 更 为 突出 。 克 服 低温 冻害 是 科学 家 ,特别 是 
低温 生物 学 家 研究 的 重要 任务 之 一 。 鉴 于 植物 的 生命 活动 都 是 以 
细胞 为 基础 的 ,因此 ,从 细胞 学 着 手 研究 植物 的 冻害 及 抗 冻害 机 
理 ,将 为 探讨 植物 冻害 发 生机 制 和 深 人 开展 抗 寒 性 的 应 用 研究 提 
供 细胞 学 依据 。 

一 、 植 物 微 管 的 低温 稳定 性 与 其 抗 寒 性 的 关系 

微 管 是 细胞 骨架 中 起 主要 作用 的 成 分 ,同时 是 细胞 骨架 中 最 
活动 的 结构 。 早 期 曾 认为 ,温度 是 影响 微 管 聚合 状态 最 敏感 的 一 
个 因素 ,无 论 在 体内 或 体外 ,0 一 4 低温 可 使 微 答 解 聚 。 名 而 有 人 
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将 微 管 装配 的 温度 动力 学 性 质 用 公式 列 出 : 

SACLE ae ea 

这 一 公式 已 成 为 微 管 蛋 白 分 离 纯 化 技术 中 的 重要 理论 指导 和 
关键 步骤 。 然 而 ,近年 来 研究 发 现 ,这 一 公式 并 不 适合 于 所 有 微 管 
的 动态 。 在 高 等 植物 中 ,Nelmes 曾 发 现 ,苹果 荃 组 织 在 4C 低温 因 
定 后 ,仍然 可 在 超 注 切 片 中 观察 到 大 量 的 被 管 。 我 国 植物 搞 寒 性 
细胞 学 研究 的 先驱 一 - 简 令 成 教授 则 获得 了 更 直接 的 证 据 ,他 采 
用 间接 免疫 荧光 的 细胞 化 学 技术 ,对 番茄 .黄瓜 ER ARIU E 
等 不 同 抗 寒 性 植物 微 管 的 低温 稳定 性 进行 了 比较 研究 ,结果 发 现 ， 
不 搞 害 的 喜 温 性 植物 香 世 和 黄瓜 的 气孔 保卫 细胞 的 微 管 在 0 一 
1 心 低温 下 处 理 3 小 时 即 解 至; 属于 中 等 搞 寄 性 植物 的 落 菜 和 甜菜 
幼苗 经 秋季 低温 适应 后 ,其 气孔 保卫 细胞 的 微 管 在 0~5 人 C 低温 处 
理 3 小 时 , 均 不 发 生 解 聚 ;具有 较 强 抗 寒 性 的 冬小麦 品种 农大 139 
幼 菌 在 2~3 亿 低温 处 理 期 间 , 微 管 结构 保持 完整 ;于 此 温度 条 件 
下 处 理 15 天 的 幼苗 ,用 - 8 的 低温 冷冻 处 理 3 小时, 微 管 也 不 受 
破坏 。 简 教授 的 研究 结果 表明 , 微 管 的 低温 稳定 性 与 植物 的 抗 寒 
性 呈正 相关 。 此 研究 结果 不 仅 对 植物 微 管 温度 的 生物 物理 特性 提 
供 了 一 个 比较 全 面 的 实验 证 据 ,而 且 对 植物 抗 寒 机 理 的 榨 讨 提供 
了 新 的 理论 依据 。 

大 量 的 研究 结果 表明 , 质 膜 是 低温 对 植物 损伤 的 最 初 部 位 ,而 
周 质 微 管 与 质 腊 之 间 有 “ 桥 "相连 接 , 微 管 一 桥 一 质 膜 三 者 之 问 的 
连结 形成 一 个 稳定 的 体系 。 很 显然 , 微 管 的 形成 和 破坏 ,必然 会 影 
响 质 膜 的 稳定 性 。 另 一 方面 ,激素 在 植物 抗 寒 基因 表达 和 抗 赛 力 
提高 中 的 作用 已 被 证 实 ,而 微 管 起 着 输送 激素 的 作用 。 因 此 , 微 和 
还 可 以 通过 影响 激素 的 运输 来 影响 植物 的 抗 寒 力 。 由 此 看 来 ,村 
物 微 管 的 低温 稳定 性 与 其 扩 寒 性 有 密切 的 关系 。 

Burch 等 观察 到 ,一 种 无 壁 锥 形 的 南极 藻 (Pyramimonas ge- 
iicola) 的 微 管 能 抵抗 -14 的 低温 。 但 是 非 抗 寒 农作物 在 遭受 
-SIC 左右 的 冻害 后 ,叶片 细胞 的 微 管 就 被 破坏 ,引起 微 管 蛋白 多 
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感性 ,提高 其 稳定 性 。 不 同 的 研究 结果 证 明 , 微 管 多 聚 体 蛋 白 对 温 
度 的 稳定 或 与 植物 对 环境 的 适应 性 有 关 , 为 种 的 特性 ,但 温度 处 理 
能 不 同 程度 地 改变 这 种 稳定 性 。 因 此 ,研究 植物 微 管 的 低温 稳定 
性 对 阐明 其 抗 寒 机 理 开 辟 了 新 的 研究 途径 。 

二 、 植 物 细胞 表面 糖 蛋 白 与 其 抗 寒 性 的 关系 

Luft(1971) 采 用 钉 红 (ruthenium red) 染 色 并 制备 电镜 样品 ， 
首次 用 细胞 化 学 的 方法 观察 到 动物 细胞 表面 存在 一 层 清晰 的 糖 蛋 
白 结构 。 以 后 进一步 证 明 , 动 物 细胞 表面 的 糖 蛋 白 具 有 细胞 识别 、 
抗原 特异 性 .过滤 作用 \ 调 控 微 环境 以 及 充当 酶 作用 等 多 种 重要 的 
生理 功能 。 后 来 发 现 , 植 物 细胞 表面 也 存在 着 糖 蛋白 层 ,其 厚度 在 
50 一 100nm 间 , 并 证 实 它 与 多 种 细胞 识别 现象 有 关 , 例 如 ,藻类 上 肉 
雄 配 子 体 之 间 的 识别 与 结合 ;高 等 植物 花粉 和 柱头 的 识别 ;根瘤 菌 
和 豆 科 植 物 根 细胞 共生 关系 的 建立 ;植物 与 病原 菌 之 间 的 识别 与 
抗 病 性 等 。80 年 代 中 期 , 简 令 成 等 研究 发 现 ,植物 细胞 表面 糖 蛋 
白 的 存在 与 否 , 糖 蛋白 层 的 厚薄 与 其 抗 寒 性 相关 。 抗 寒 植物 细胞 
表面 的 糖 蛋 白 层 还 可 通过 低温 处 理 而 加 厚 ,这 种 糖 蛋 白 层 的 加 厚 ， 
使 植物 的 抗 寒 性 也 增强 。 显 然 ,细胞 表面 糖 蛋 白 层 的 存在 ,就 像 人 
们 在 冬季 寒冷 时 添加 棉 只 一 样 ,增加 了 细胞 的 抗 寒 能 力 ,这 是 抗 寒 
植物 细胞 的 一 种 自我 保护 功能 。 

三 、 低 温 冻害 对 植物 细胞 质 膜 及 细胞 器 结构 与 功能 的 影响 

低温 环境 是 影响 植物 生命 活动 的 主要 外 界 因素 之 一 ,环境 温 
度 的 变化 会 不 同 程度 地 引起 生物 体 代谢 的 变化 ,导致 生物 体 生理 
性 衰老 死亡。 虽然 有 些 植物 体内 有 一 个 适应 调节 机 制 ,从 而 能 在 
较 大 的 温度 范围 内 正常 生长 。 但 多 数 植物 则 不 能 ,低温 会 给 这 类 
植物 造成 冻害 ,使 其 细胞 结构 、 生 理 、 生 化 功能 产生 一 系列 变化 。 
一 般 认 为 ,冻害 对 植物 细胞 的 影响 以 质 膜 .细胞 器 、 细 胞 骨架 组 分 
的 异常 ,功能 的 破坏 最 为 多 见 。 对 这 些 细胞 重要 结构 和 功能 的 冻 
害 损 伤 机 制 的 研究 ,以 质 膜 和 细胞 器 方面 尤其 活跃 ,并 在 结构 与 功 
能 的 统一 上 取得 较 大 突破 。 
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(一 ) 冻害 对 植物 细胞 质 膜 损伤 作用 

植物 细胞 的 质 膜 与 其 他 生物 体 细胞 质 膜 一 样 ,在 维持 稳定 的 
细胞 内 环境 ,控制 细胞 内 外 物质 交换 、 接 受 外 来 刺激 和 信号、 调节 
细胞 的 生命 活动 .甚至 参与 细胞 间 的 相互 识别 等 方面 都 起 关键 性 
作用 。 严 格 地 说 ,细胞 型 生物 体 的 细胞 可 以 没有 细胞 壁 (如 动物 细 
AL) ,但 绝对 不 能 没有 质 膜 ,一 旦 质 膜 严重 受 损 ,细胞 必然 死亡 。 现 
已 证 明 ,低温 对 细胞 的 损伤 一 般 从 质 膜 开 始 , 因 此 , 质 膜 是 研究 搞 
冻 机 制 、 耐 寒 机 理 的 理想 材料 。 

冻害 发 生 在 自然 条 件 下 ,其 严重 程度 与 季节 变化 温差 大 小 、 
持续 时 间 ,植物 本 身 的 耐寒 性 有 关 。 通 常 冻害 对 植物 细胞 质 膜 的 
损伤 程度 有 以 下 几 种 情况 : 

(1) 致死 性 损伤 ”冻害 严重 ,持续 时 间 长 ,温差 大 ,造成 植物 
细胞 质 膜 严重 破裂 损伤 ,不 能 维持 正常 的 生理 功能 。 由 此 引起 细 
胞 死亡 ,组 织 坏死 ,叶片 枯竭。 

(2) 非 致死 性 损伤 ”冻害 对 植物 细胞 的 质 膜 造 成 一 定 程度 的 
损伤 ,局 部 改变 了 膜 的 透 性 ,这 种 情况 不 会 造成 细胞 的 致死 。 冻 害 
解除 后 , 膜 有 一 个 自身 的 修复 过 程 ,经 过 一 定时 期 的 恢复 生长 , 细 
胞 质 膜 又 能 正常 行使 生理 功能 。 

(3) 影响 膜 的 流动 性 ”生物 膜 的 流动 性 是 膜 结构 的 一 个 基本 
特征 ,在 生理 条 件 下 ,生物 膜 都 具有 其 合适 的 流动 性 以 体现 正常 功 
能 。 在 体内 外 因素 的 影响 下 ,机 体 具有 一 定 的 调节 机 制 以 维持 其 
合适 的 流动 性 ,如 果 这 些 因素 的 影响 超越 其 调节 范围 ,就 会 使 膜 的 
流动 性 变 得 异常 。 冻 害 对 植物 细胞 质 膜 的 影响 是 改变 其 脂 质 分 子 
结构 ,使 质 膜 流动 性 发 生 相 变 , 即 从 流动 的 液晶 态 转 为 凝 胶 态 ,这 
样 细胞 的 生理 功能 不 能 正常 表现 而 导致 损伤 。 因 此 , 杨 福 恰 等 认 
为 , 膜 脂 流动 性 是 反应 植物 抗 寒 性 的 理想 指标 。 通 常 ,植物 的 抗 寒 
程度 与 其 脂 膜 流动 性 呈正 相关 , 抗 寒 程度 越 弱 , 膜 的 流动 性 越 小 。 

(二 ) 冻害 对 植物 细胞 线粒体 结构 功能 的 影响 

线粒体 是 植物 细胞 内 重要 的 细胞 器 ,有 细胞 动力 泵 之 称 。 植 
物 细胞 内 的 线粒体 对 环境 因素 敏感 ,容易 受 环境 因素 的 影响 而 改 
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变 其 生理 功能 。 冻 害 对 植物 细胞 线粒体 的 影响 是 多 方面 的 , 轻 者 
影响 能 量 代 谢 , 重 者 造成 膜 结构 损伤 。 归 纳 起 来 ,冻害 对 线粒体 的 
损害 可 能 发 生 在 以 下 几 个 方面 : 

(1) 影响 线粒体 超 细微 结构 的 变化 ” 非 耐寒 植物 细胞 经 低温 
处 理 后 ,可 观察 到 细胞 内 的 线粒体 明显 膨胀 ,外 形 增 大 ;内 部 螨 的 
长 度 变 短 ,而 且 也 呈 膨 胀 状态 , 旺 分 布 稀 朴 ;线粒体 内 基质 致密 度 
减少 并 趋 于 透明 。 而 耐寒 植物 在 同样 条 件 下 处 理 , 其 细胞 内 线 粒 
体 的 超 细微 结构 没有 出 现 明显 变化 。 

(2) 影响 线粒体 的 生理 功能 经 4 低温 处 理 后 ,从 不 耐寒 植 
物 细胞 分 离 出 线粒体 ,测定 其 耗 氧 量 、 呼 吸 控制 和 和 氧化 磷酸 化 效 
率 ,结果 发 现 , 受 低温 处 理 的 影响 ,线粒体 的 呼吸 控制 率 、 氧 化 磷酸 
化 效率 均 大 幅度 下 降 , 而 耗 氧 量 却 明 显 增加 。 这 说 明 低温 处 理 对 
线粒体 的 生理 功能 影响 显著 。 

(3) 影响 细胞 中 ATP 的 含量 ”线粒体 是 植物 细胞 能 量 代谢 
的 重要 场所 。 正 常情 况 下 ,细胞 经 过 同化 作用 ,分 解吸 收 营养 物 为 
已 所 用 ,分 解 过 程 产生 的 能 量 以 ATP 的 形式 贮存 起 来 , 故 细胞 中 
ATP 的 含量 可 反映 分 解 代谢 的 水 平 。 对 于 高 等 生物 而 言 , 细 胞 中 
ATP 的 含量 还 反映 线粒体 的 生理 功能 水 平 ,如 果 ATP 含量 下 降 ， 
则 证 明 线 粒 体 的 能 量 转换 功能 受阻 。 已 发 现 ,经 低温 处 理 的 非 而 
寒 植 物 细胞 ,ATP 的 含量 显著 下 降 ,而 耐寒 植物 细胞 中 的 ATP E 
量 则 与 对 照 差 别 不 大 。 这 证 明 冻 害 对 细胞 线粒体 的 损伤 是 不 可 置 
疑 的 。 

(三 ) 冻害 对 植物 细胞 叶绿体 结构 和 功能 的 影响 

(1) 低温 寒冷 对 叶绿体 光合 作用 的 影响 "过 去 认为 冻害 引起 
水 稳 减 产 主 要 是 由 于 开花 期 受 低温 寒冷 的 影响 ,使 水 稻 授精 过 程 
不 能 正常 进行 ,造成 大 量 颖 花 不 育 ,结实 率 又 减 所 致 。 后 来 的 研究 
则 证 明 ,寒冷 引起 水 稻 减 产 主 要 是 影响 叶绿体 的 光合 作用 。Kelly 
等 经 过 系统 的 研究 ,提出 了 低温 影响 叶绿体 光合 作用 的 可 能 机 制 ， 
即 低温 对 光合 作用 的 关键 酶 FBP 酶 的 活性 影响 显著 。 而 FBP 酶 
是 绿色 植物 Calvin 循环 调节 作用 的 关键 酶 , 它 对 光合 作用 的 运转 
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和 光合 作用 产物 转化 及 运输 起 着 控制 作用 。FBP 酶 一 方面 参与 
糖 类 合成 , 另 一 方面 参与 CO, 受 体 二 磷酸 核 酮 糖 的 再 生 , 使 光合 
作用 不 断 地 运转 。 低 温 引 起 FBP 酶 活性 下 降 ,光合 作用 减 慢 , 致 
使 结实 率 降低 。Kelly 的 推论 已 被 Fondy, Still 等 的 研究 结果 所 证 
实 。 可 见 低温 对 叶绿体 光合 作用 的 影响 是 存在 的 ,但 这 种 对 光合 
作用 的 影响 可 由 温度 回升 有 所 恢复 。 

(2) 冻害 对 叶绿体 结构 的 影响 ”叶绿体 作为 绿色 植物 细胞 中 
的 一 种 重要 细胞 器 ,是 光合 作用 的 重要 场所 。 除 FBP 酶 外 ,还 有 
多 种 酶 参加 作用 ,它们 相互 协调 ,充分 发 挥 自身 的 作用 ,这 种 功能 
的 统一 与 叶绿体 结构 的 完整 是 分 不 开 的 。 冻 害 造 成 对 叶绿体 结构 
的 损伤 ,使 光合 作用 无 法 进行 。 叶 绿 体 结构 的 损伤 是 不 可 逆 的 ,万 
其 是 脂 膜 结构 破坏 ,将 使 叶绿体 完全 丧失 其 功能 。 德 国生 物 学 家 
Heber 报道 ,菠菜 分 离 的 叶绿体 经 - 20°C 冻 存 后 ,叶绿体 膜 结构 遭 
到 严重 破坏 ,完全 丧失 了 光合 作用 的 功能 。 因 此 ,冻害 比 寒冷 对 绿 
色 植 物 光合 作用 的 威胁 更 大 。 

(四 ) 低温 对 植物 细胞 内 Ca? 分 布 的 影响 

Ca 是 调节 多 种 细胞 功能 的 一 种 细胞 内 第 二 信使 ,起 着 与 环 
腺 苷 酸 (cAMP) 相 类 似 的 作用 。 它 作为 细胞 内 信使 触发 许多 重要 
的 细胞 活动 ,与 cAMP 共同 行使 信息 传递 作用 ,从 而 影响 植物 的 
生长 发 育 ,以 及 对 外 界 环境 的 反应 与 适应 。 正 常生 理 状况 下 ,植物 
细胞 质 和 细胞 核 中 的 游离 Catt 水 平 非常 低 ,而 液 泡 中 Cat 的 浓 
度 很 高 ,被 称 为 植物 细胞 的 Ca?” 库 。 在 0 一 1.0C 的 低温 条 件 下 处 
理 水 稳 幼 萍 组 织 ,电镜 制 片 观察 发 现 ,水 稳 细 胞 的 胞 质 中 Ca2+ 的 
浓度 显著 增多 ,而 常温 下 培养 的 对 照 细胞 质 中 Ct 浓度 极 低 。 现 
已 发 现 ,多 种 非 耐寒 植物 受 冷害 后 ,细胞质 内 的 Cat 也 明显 增加 。 
这 说 明 低温 对 细胞 内 Ca? * 的 传递 和 分 布 有 一 定 的 影响 。 值 得 注 
意 的 是 ,Ca?! 的 分 布 改变 将 影响 植物 细胞 中 的 正常 生理 功能 , 细 
胞 质 内 Ca? 水平 的 提高 ,可 以 诱发 多 种 反应 过 程 ,如 通过 活化 
CaM 进而 激活 依赖 于 Ca?+ 和 Ca? t - CaM 的 蛋白 激酶 的 磷酸 脂 
酶 ,从 而 一 方面 引起 膜 蛋 白 和 周 质 骨 架 蛋 白 的 磷酸 化 , 另 一 方面 引 
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起 膜 脂 的 降解 ,结果 造成 细胞 骨架 和 膜 结构 的 破坏 。 膜 结构 的 变 
化 会 使 膜 的 透 性 发 生 改 变 , 并 同时 改变 膜 束 缚 酶 的 活性 ,进而 放大 
或 逆转 有 关 的 生化 反应 过 程 ,最 终 导致 细胞 内 物质 代谢 的 不 平衡 - 
此 外 ,细胞 质 内 Ca? t 水平 增 加 还 会 与 细胞 质 中 磷酸 根 发 生 沉淀 反 
应 ,扰乱 以 无 机 磷 为 基础 的 能 量 代谢 系统 。 显 然 ,低温 促使 Ca 
的 分 布 改变 ,通过 Ca * 诱发 一 系列 的 代谢 改变 ,致使 植物 细胞 发 
生 损害 ,这 种 损害 作用 在 冻害 的 早期 似乎 并 不 显著 , 故 往往 被 忽 
视 ,应 引起 重视 。 


$2.2 微生物 冷冻 干燥 保存 的 细胞 学 基础 


冷冻 干燥 (简称 冻 干 ) 是 制备 和 保存 生物 材料 的 极 佳 方法 , 它 
融 冷 冻 和 干燥 技术 特点 为 一 体 ,使 众多 的 生化 产品 、 菌 苗 ,疫苗 、 微 
生物 菌 种 能 用 此 法 直接 冻 干 后 长 期 保存 。 目 前 ,冷冻 干燥 技术 已 
广泛 应 用 于 制药 工业 、 医 疗 卫 生 、 生 物 制 品 微 生物 菌 种 保藏 等 领 
域 的 研究 及 生产 中 ,具有 广阔 的 应 用 前 景 。 冷 冻 干燥 技术 之 所 以 
广泛 应 用 ,应 归于 它 自身 的 技术 优势 。 冷 冻 干燥 至 少 有 五 个 重要 
的 技术 优点 :中 能 保证 冻 干 材 料 基 本 特性 的 稳定 ;能 使 冻 干 微 生 
物 菌 种 的 新 陈 代谢 基本 停止 ,使 其 处 于 休眠 状态 ;@ 能 获得 易于 复 
水 的 粉 状 固形 物 ;@@ 能 有 效 除 去 冻 干 材料 中 的 多 余 溶剂 ;@) 能 浓缩 
体积 过 大 的 生物 材料 ,使 其 体积 减少 ,便于 贮存 。 显 而 易 见 AE 
胞 形状 的 生化 产品 或 化 学 制剂 的 冷冻 干燥 ,足以 使 冻 干 材料 获得 
预期 的 效果 。 但 是 ,对 于 活 细胞 材料 ,如 微生物 菌 种 、 菌 苗 的 冷冻 
干燥 而 言 , 除 充分 利用 冷冻 干燥 的 技术 优点 外 ,不 能 不 考虑 细胞 本 
身 的 基本 特性 ,因为 微生物 菌 种 的 冻 干 效果 是 以 冻 干 后 细胞 的 存 
活性 及 特性 的 稳定 程度 作为 评估 指标 的 。 如 果 冷 冻 干 燥 过 程 造 成 
细胞 的 损伤 致使 冻 干 后 的 细胞 活性 极 低 ,甚至 基本 特性 丢失 的 话 ， 
无 任何 贮存 价值 ,失去 了 冻 干 的 意义 。 所 以 ,微生物 的 冷冻 干燥 保 
存 建立 在 牢固 的 细胞 学 基础 之 上 ,微生物 细胞 的 结构 特点 、 生 存 环 
境 及 其 生理 状态 是 冷冻 干燥 获得 成 功 的 保证 。 况 且 冻 干 对 微生物 
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的 损伤 ,通常 也 发 生 在 细胞 水 平 、 亚 细胞 水 平分 子 水 平 上 ,无 牢固 
的 细胞 学 基础 ,研究 微生物 冻 干 损伤 机 理 很 难 深 入 。 这 就 是 本 节 
介绍 微生物 冷冻 干燥 保存 细胞 学 基础 的 目的 所 在 。 . 

一 、 微 生物 细胞 结构 与 功能 的 统一 有 利于 冷冻 干燥 保存 

微生物 体积 微小 ,结构 简单 ,生物 学 特性 比较 接近 ,尤其 是 结 
构 与 功能 具有 相对 的 统一 性 ,为 微生物 的 冷冻 干燥 保存 提供 了 极 
为 有 利 的 条 件 。 冷 冻 干 燥 适 用 于 大 多 数 细菌 , 放 线 菌 病毒 .霉菌 、 
酵母 等 微生物 的 保存 ,而 对 于 高 等 真菌 的 营养 体 冻 干 极 为 困难 。 
一 般 来 说 ,冷冻 干燥 效果 好 的 微生物 多 为 单 细胞 ,因为 像 细 菌 一 类 
的 单 细胞 微生物 ,结构 简单 ,生长 周期 短 ,对 环境 的 适应 性 强 ,容易 
获得 大 量 的 健壮 细胞 , 且 易 于 分 散 , 有 利于 冻 干 保存 。 当 然 ,更 为 
重要 的 是 , 单 细胞 微生物 的 结构 与 功能 是 相对 统一 的 ,生命 活动 周 
期 以 单 细 胞 为 唯一 体现 形式 ,细胞 的 功能 可 以 在 一 个 细胞 内 表现 
得 淋漓 尽 致 ,细胞 结构 的 改变 直接 影响 功能 的 发 挥 ,细胞 功能 的 丧 
失 又 导致 细胞 结构 的 裂解 ,二 者 间 相 畏 相 成 ,具有 相对 的 统一 。 

微生物 具有 自身 的 结构 特征 ,尤其 是 原核 微生物 一 一 细菌 ,其 
结构 可 分 为 两 部 分 :一 是 稳定 的 基本 结构 ,如 细胞 壁 .细胞膜 .细胞 
核 和 核糖 体 ,为 细菌 细胞 所 共有 ;二 是 可 变 部 分 或 特殊 结构 ,如 完 
毛 . 散 毛 \ 闺 膜 . 芽 孢 和 气泡 等 ,这 些 结构 只 在 部 分 细菌 中 发 现 , 具 
有 某 些 特定 功能 。 无 论 是 稳定 的 细胞 结构 还 是 特殊 的 细胞 结构 ， 
其 功能 的 表现 都 是 由 单个 细胞 控制 的 ,并 围绕 单 细胞 的 生命 活动 
进行 。 例 如 坚硬 的 细胞 壁 结构 , 它 不 但 具有 保护 细胞 免 受 机 械 性 
损伤 或 渗透 压 的 破坏 ,维持 细胞 外 形 的 功能 ,还 是 很 多 细菌 表面 糖 
蛋白 、 脂 蛋白 存在 的 支撑 物 , 也 是 细菌 鞠 毛 运动 所 必需 的 。 更 重要 
的 是 ,细菌 细胞 壁 的 存在 ,对 于 细胞 承受 冷冻 和 干燥 的 激烈 条 件 是 
必 不 可 少 的 ,无 细胞 壁 结构 的 动物 细胞 ,或 细菌 去 掉 细胞 壁 的 原生 
质 体 是 不 能 冷冻 干燥 的 。 另 外 ,细菌 的 某 些 特殊 结构 ,如 质粒 、 芽 
孢 ,和 鞭毛 、 荧 膜 等 ,它们 的 存在 使 细菌 赋 于 某 种 特征 ,可 以 决定 其 而 
药性 、 耐 干燥 程度 、 运 动 性 、 致 病 性 等 。 通 常 细菌 的 某 种 特殊 结构 
丧失 ,只 能 影响 某 种 功能 的 改变 ,而 不 能 使 细菌 的 生命 活动 停止 。 
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再 者 ,细菌 的 结构 简单 ,生长 周期 短 ,对 环境 的 适应 性 强 , 某 些 非 至 
死 性 的 生理 性 损伤 ,可 以 在 短期 内 修复 ,不 至 于 影响 细菌 的 其 他 生 
命 活动 。 如 果 说 细菌 适应 于 冷冻 干燥 保存 是 其 结构 和 功能 相对 统 
一 的 结果 ,那么 某 些 酵母 菌 . 丝 状 真菌 、 力 至 高 等 真菌 则 有 些 例外 ， 
适 于 冻 干 保存 的 真菌 一 般 都 能 长 孢子 , 且 孢 子 是 冻 干 保存 的 极 好 
材料 。 非 孢子 营养 体 的 冻 干 保存 效果 不 佳 ,即便 是 单 细胞 的 酵母 
菌 冻 干 效果 也 远 不 如 细菌 好 。 多 细胞 的 高 等 真菌 生活 周期 较为 复 
杂 , 其 至 存在 有 性 繁殖 和 无 性 繁殖 的 差别 ,使 冻 十 样品 的 制备 要 求 
更 高 ; 冻 后 恢复 生长 的 条 件 变 得 更 为 苛刻 ; 某 些 损伤 修复 几乎 不 可 
能 进行 。 因 此 ,无 论 是 细菌 还 是 其 他 微生物 ,成 功 地 进行 冷冻 干燥 
保藏 与 结构 和 功能 的 统一 是 分 不 开 的 。 

二 、 保 护 剂 系统 对 微生物 冻 干 保护 效应 

影响 微生物 冻 干 效果 的 因素 涉及 方方面面 ,诸如 微生物 的 生 
理 状态 ,细胞 浓度 、pH 值 .保护 剂 系统 、 预 冻 温 度 、 降 温 速率 ,冷冻 
干燥 条 件 、 细 胞 含水 量 等 都 不 同 程度 地 影响 冻 干 效果 。 相 比 之 下 ， 
保护 剂 系统 对 微生物 冻 干 效果 的 影响 更 为 突出 ,这 已 被 国内 外 众 
多 的 研究 报道 所 证 实 。 所 以 ,几乎 所 有 微生物 细胞 的 冻 干 , 都 添加 
保护 剂 系 统 。 那 么 ,在 冻 干 过 程 中 ,保护 剂 对 微生物 细胞 到 底 起 到 
何 种 保护 作用 呢 ? 这 是 微生物 学 家 、 低 温 生物 学 家 都 一 直 关 注 的 
问题 ,近年 的 研究 ,取得 一 些 突破 性 的 进展 。 

(一 ) 避免 微生物 细胞 因 脱 水 造成 的 危害 

冷冻 干燥 是 冷冻 和 干燥 技术 的 有 机 结合 。 微 生物 细胞 在 冻 干 
过 程 中 要 经 受 冷冻 和 干燥 两 种 激烈 因素 的 作用 ,损伤 是 不 可 避免 
的 。 同 时 ,微生物 冷冻 干燥 实际 上 就 是 细胞 脱水 浓缩 ,除去 细胞 内 
过 多 水 分 的 过 程 。 虽然 自然 界 中 存在 很 多 耐 低温 、 耐 干燥 的 生物 
体 , 如 细 苗 芽孢 真菌 孢子 ERE , ETE RR ER 
环境 中 使 细胞 脱水 ,使 细胞 中 的 水 分 维持 极 低 的 水 平 ,并 在 干燥 环 
境 中 生存 几 年 ,甚至 十 几 年 。 但 自然 状态 下 细胞 的 冷冻 或 干燥 脱 
水 ,对 于 多 数 生物 体 细胞 是 危险 的 ,极度 脱水 将 造成 细胞 死亡 。 冷 
冻 干 燥 微 生物 细胞 时 ,加 入 适宜 的 保护 剂 系 统 ,在 很 大 程度 上 避免 
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了 冷冻 干燥 对 细胞 脱水 带 来 的 损伤 。 从 目前 的 研究 资料 看 , 糖 类 
保护 剂 对 微生物 细胞 的 冻 干 脱水 更 具有 显著 的 保护 作用 。 

Crowe 等 认为 ,通常 细胞 膜 中 磷脂 的 极 性 端 在 一 定 程度 上 是 
以 水 合 形 式 存在 ,而 且 每 个 磷脂 的 极 性 端 与 其 它 磷 脂 分 子 的 极 性 
端 被 水 分 子 隔 开 。 当 磷脂 干燥 脱水 时 , 极 性 端的 密度 增加 , 糖 链 间 
的 范 德 华 引 力 增强 ,平时 处 于 液晶 态 的 脂 膜 变 成 凝 胶 态 ,使 细胞 膜 
结构 发 生 相 变 ,从 而 导致 细胞 死亡 。 冻 干 保护 剂 ,尤其 是 糖 类 保护 
剂 的 作用 在 于 抑制 质 膜 的 相 变 , 即 在 微生物 细胞 冻 干 脱水 时 ,进行 
“水 置换 作用 ”, 使 得 在 有 糖 类 保护 剂 存 在 下 的 干燥 质 膜 和 无 保护 
剂 存在 时 的 水 合 质 膜 其 生理 特性 是 相似 的 。 作 者 研究 了 蔗糖 , 葡 
萄 糖 海藻 糖 对 极端 哮 盐 细菌 的 冻 干 保护 作用 ,通过 对 冻 干 后 细菌 
的 相对 存活 率 \ 产 紫 膜 生理 指标 质粒 遗传 稳定 性 的 测定 ,证 明 几 
种 糖 类 对 极端 嗜 盐 菌 具 有 冻 于 保护 作用 ,其 中 以 海藻 糖 的 保护 作 
用 最 佳 。 研 究 结 果 证 明 ,海藻 糖 在 嗜 盐 菌 冻 干 过 程 中 的 “水 置换 作 
用 "是 明显 的 。 海 菏 糖 分 子 上 的 羟基 具有 与 膜 磷脂 上 的 磷酸 基 团 
连接 形成 氢 键 的 能 力 ,从 而 阻止 和 限制 细胞 膜 因 脱水 而 融合 ,并 降 
低 相 变温 度 ,使 脂 膜 不 易 向 凝 胶 相 转 变 而 保持 液晶 相 ,增加 膜 的 流 
动 性 。 由 于 海藻 糖 的 “水 置换 作用 ”, 所 以 冻 干 过 程 中 细胞 脱水 对 
脂 膜 和 和 蛋 白质 的 结构 没有 不 利 影响 ,使 冻 干 细菌 的 相对 存活 率 提 
高 到 80% 以 上 。 

(二 ) 保护 微生物 细胞 膜 系统 的 完整 性 

微生物 细胞 膜 系统 的 完整 性 关系 到 细胞 的 生死 存亡 。 微 生物 
细胞 可 以 无 细胞 壁 , 可 以 丢失 决定 某 种 性 状 的 质粒 ,也 可 以 产生 遗 
传 变异 ,但 决 不 能 没有 完整 的 膜 系统 。 已 知 微生物 的 新 陈 代谢 活 
动 几乎 都 与 膜 系统 直接 或 间接 相关 , 膜 系统 是 微生物 重要 的 生命 
活动 中 心 。Aronson 报道 ,通过 膜 定位 电镜 技术 曾 观察 到 核糖 体 
的 分 布 与 膜 的 完整 性 密切 相关 。 通 常 核糖 体能 以 多 聚 体 的 形式 结 
合 到 细菌 细胞 膜 上 ,聚合 到 膜 上 的 多 聚 核糖 体 具有 抗 核糖 体 酶 列 
解 的 作用 ,使 细胞 代谢 需要 的 蛋白 质 得 以 源源 不 断 地 合成 。 聚合 
体 的 存在 对 核糖 体 是 至 关 重 要 的 ,游离 的 核糖 体 易 被 酶 解 。 当 然 ， 
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核糖 体 聚 合 形式 取决 于 质 膜 系统 的 完整 性 ,如 细胞 膜 的 完整 性 被 
破坏 ,多 聚 核糖 体 随 之 解体 ,这 必然 影响 蛋白 质 的 合成 ,导致 细胞 
代谢 受阻 而 死亡 。 

在 微生物 冻 干 过 程 中 ,添加 的 保护 剂 系统 几乎 都 对 膜 系统 的 
完整 性 具有 保护 作用 。 如 前 面 介绍 过 的 糖 类 物质 ,主要 是 以 “水 置 
换 作 用 "的 形式 达到 保护 膜 系统 的 完整 性 。 而 天 然 保 护 剂 ,如 血 
清 、 孵 黄 、 脱 脂 牛奶 具有 防止 微生物 细胞 在 预 冻 过 程 中 膜 脂 蛋 白 分 
解 变 性 的 作用 。 膜 结构 的 生物 物理 和 生物 化 学 研究 显示 ,在 微 生 
物 中 占 细 胞 膜 干 重 30% 一 60% 的 脂 蛋 白 是 以 B 折 要 形式 存在 , 作 
为 保护 剂 使 用 的 血浆 脂 蛋 白 和 卵黄 脂 蛋 白 也 属 B 结构 ,两 者 具有 
良好 的 亲 合 性 ,其 整体 性 由 盐 类 和 和 氢 离 子 浓度 协调 ,控制 保护 剂 系 
统 的 离子 浓度 ,对 膜 脂 蛋白 具有 良好 的 保护 作用 。 此 外 ,天 然 保 护 
剂 还 具有 增加 悬浮 微生物 细胞 的 物质 浓度 ,达到 稳定 渗透 压 , 增 加 
粘度 的 效果 。 盐 类 保护 剂 的 存在 ,对 微生物 冻 干 过 程 中 保持 膜 系 
统 的 完整 性 也 是 必需 的 。 作 者 在 极端 嗜 盐 菌 的 冻 于 保存 中 曾 注意 
到 ,高 盐 环境 对 维持 细胞 结构 的 稳定 和 膜 的 完整 性 非常 重要 。 当 
保护 剂 系 统 中 盐 浓 度 降低 到 一 定 程度 时 ,引起 细胞 壁 脱落 , 质 膜 破 
裂 , 造 成 细菌 生理 性 死亡 。 

(三 ) 保护 微生物 细胞 代谢 酶 的 生物 活性 

生物 体内 的 生命 活动 几乎 都 是 由 酶 催化 进行 的 。 由 于 酶 的 催 
化 活性 是 由 特异 的 活性 基 团 或 功能 团 决定 ,所 以 ,不 同 的 生物 学 反 
应 由 特异 的 酶 催化 进行 ,一旦 酶 的 结构 发 生 改 变 或 活性 基 团 丢失 ， 
催化 功能 也 将 丧失 。 当 某 一 关键 酶 失 活 ,会 造成 细胞 代谢 受阻 而 
积累 影响 正常 生理 功能 的 某 种 产物 。 当 一 些 关键 酶 失 活 ,整个 细 
胞 内 的 代谢 作用 亲 乱 ,细胞 将 面临 死亡 。 对 于 结构 简单 的 单 细胞 
微生物 , 酶 的 种 类 决定 其 营养 类 型 .代谢 途径 ,生存 环境 ; 酶 的 活性 
决定 代谢 产物 ,生长 速度 。 一 切 影响 酶 活性 的 因素 都 将 对 微生物 
的 生存 不 利 。 微 生物 冷冻 干燥 时 ,不 利 因素 对 细胞 内 的 酶 活性 造 
成 影响 是 肯定 的 ,加 入 保护 剂 系统 ,不 同 程度 地 消除 了 对 酶 活性 的 
影响 ,使 微生物 细胞 在 冻 干 后 仍 能 恢复 生长 。 目 前 尚 无 敏感 的 方 
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法 直接 证 明 冻 干 对 微生物 细胞 内 酶 活性 的 影响 ,但 有 很 多 报道 证 
BA ,微生物 细胞 内 的 一 些 重要 酶 类 对 冷冻 干燥 敏感 ,如 过 氧化 氨 
酶 乳酸 脱 氨 酶 .磷酸 甘油 脱毛 酶 ,磷酸 葡萄 糖 变 位 酶 RRA 
酶 .ATP 酶 、 脂 酶 等 都 会 因 低温 冷冻 而 失 活 ,长 期 干燥 而 变性 。 因 
此 ,在 冷冻 干燥 微生物 菌 种 时 ,应 根据 微生物 的 特性 ,优选 适合 于 
冻 干 菌 种 的 保护 剂 系统 ,减少 冻 干 过 程 中 的 代谢 酶 损伤 ,提高 冻 后 
恢复 生长 率 。 

三 、 冻 干 微生物 细胞 的 非 致死 性 生理 损伤 

在 自然 界 中 ,生物 体内 细胞 的 生理 性 损伤 和 致死 之 间 的 关系 
是 非常 复杂 的 ,很 难 有 机 地 将 其 分 开 。 因 为 在 自然 状态 下 ,无 论 是 
单 细胞 还 是 多 细胞 个 体 ,甚至 是 高 等 生物 体 ,它们 都 在 直接 或 间接 
地 与 不 利 的 环境 条 件 或 亚 致死 因素 接触 ,其 后 果 的 严重 程度 受 多 
种 因素 的 影响 ,严重 时 生理 损伤 和 致死 间 根 本 没有 明显 的 界线 ,两 
者 几乎 是 同步 进行 的 。 冷 冻 干燥 作为 一 种 实用 的 技术 , 虽 被 广泛 
应 用 来 冻 干 微生物 菌 种 , 且 效 果 良 好 。 但 事实 上 ,冷冻 干燥 对 微 生 
物 细胞 的 生理 损伤 和 致死 是 客观 存在 的 。 一 般 情况 下 ,微生物 细 
胞 的 致死 损伤 容易 被 发 现 , 并 及 时 被 清除 ;而 生理 性 损伤 则 不 易 被 
发 现 , 常 以 一 种 “ 隐 性 损伤 "的 形式 存在 于 细胞 中 。 有 时 ,细胞 的 隐 
性 损伤 会 造成 生物 体 在 生理 \ 代 谢 、 遗 传 方面 的 不 利 影响 ,致使 生 
物体 发 生 形态 , 表 形 的 突变 。 这 种 隐 性 损伤 如 果 发 生 在 微生物 菌 
种 的 冻 干 保存 中 ,保存 肯定 是 失败 的 。 然 而 ,从 目前 的 资料 看 ,多 
数 情 况 下 ,冷冻 干燥 对 微生物 细胞 造成 的 生理 性 损伤 是 暂时 的 , 属 
非 致死 性 损伤 ,以 隐 性 损伤 形式 长 期 存在 的 例子 仍 为 少数 。 多 数 
非 致死 性 生理 损伤 可 以 通过 提供 合适 的 营养 物 \ 极 佳 的 培养 条 件 
在 短 时 期 内 恢复 。 也 就 是 说 ,要 获得 理想 的 冻 干 效果 ,微生物 菌 种 
的 冻 后 恢复 生长 条 件 也 不 容 忽视 。 

虽然 微生物 细胞 在 冻 干 过 程 中 产生 的 非 致死 性 生理 损伤 是 暂 
时 的 ,但 在 微生物 细胞 恢复 生长 的 早期 ,这 些 生理 损伤 可 以 不 同形 
式 表现 出 来 ,有 时 甚至 是 非常 明显 的 。 概 括 起 来 ,微生物 细胞 冻 干 
产生 的 非 致死 性 生理 损伤 包括 以 下 几 个 方面 。 
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KAER WAR D 的 培养 基 中 , 置 37C 培养 30 分 钟 ,经 测定 ， 
发 现 ,三 种 抗生素 对 大 肠 杆 菌 无 任何 抑制 作用 。 同 样 条 件 下 , 冻 干 
后 的 大 肠 杆菌 对 三 种 抗生素 的 敏感 性 显著 增强 ,细菌 恢复 生长 率 
直线 下 降 , 含 氨 均 素 的 一 组 为 25% , 链 霉 素 的 -- 组 仅 为 0.1% , 放 
线 菌 素 的 一 组 也 只 有 10%。 在 用 脱氧 胆 酸 钠 作 生长 抑制 测定 
时 ,也 发 现 有 类 似 的 抑制 作用 。 但 是 ,在 无 任何 生长 抑制 剂 存在 的 
情况 下 , 冻 干 大 肠 杆 菌 的 恢复 生长 明显 加 快 ,其 生长 百分率 达到 
70% 以 上 。 显 然 , 冻 干 大 肠 杆菌 增加 了 对 生长 抑制 剂 的 敏感 性 , 直 
接 影响 了 恢复 生长 率 ,这 与 冻 干 细 菌 非 致死 性 生理 损伤 恢复 期 的 
蛋白 质 合成 .RNA 的 合成 被 抑制 密切 相关 。 

四 、 答 生物 细胞 中 水 分 残存 量 对 贮存 活性 的 影响 

微生物 菌 种 冷冻 干燥 的 贮存 效果 ,在 很 大 程度 上 取决 于 样品 
中 细胞 的 含水 量 , 过 高 或 过 低 的 含水 量 均 影响 贮存 效果 。 在 冻 二 
微生物 菌 种 . 菌 苗 时 ,严格 控制 细胞 含水 量 显得 尤为 重要 。 通 常情 
况 下 ,大 多 数 微生物 菌 种 浆 干 后 的 含水 量 以 2% ~3% 为 佳 ;高 于 
5% 时 ,贮存 期 限 相应 缩短 ;细胞 含水 量 超过 10% ,微生物 菌 种 在 
贮存 中 将 迅速 死亡 , 复 水 时 也 不 易 溶 于 水 。 可 见 , 冻 干 微生物 细胞 
中 水 分 残存 量 与 贮存 稳定 性 和 贮存 期 限 有 密切 的 关系 。 但 在 实际 
应 用 中 ,经 常 发 现 微 生物 细胞 中 水 分 残存 量 与 贮存 稳定 性 的 关系 
有 种 属 差异 , 像 耐 干燥 的 醉 母 菌 .芽孢 细菌 在 含水 量 偏 高 时 仍 可 存 
活 几 年 ,甚至 十 几 年 ;而 肠 道 细菌 浆 干细胞 中 含水 量 高 于 10% 时 ， 
贮存 一 年 活性 显著 下 降 。 至 于 各 种 细菌 的 含水 量 的 确定 ,只 有 通 
过 贮存 实验 确定 。 

(一 ) 微生物 细胞 水 分 残存 量 与 贮存 稳定 性 的 关系 

冻 干 微生物 的 贮存 稳定 性 指标 应 包括 微生物 的 存活 性 .遗传 
稳定 性 生理 特性 稳定 性 \ 形 态 特 征 稳定 性 等 。 如 果 任 何 一 种 特性 
在 贮存 中 丢失 或 变异 ,可 视 为 贮存 不 稳定 性 。 如 前 所 述 , 浆 干 微 生 
物 贮存 中 的 稳定 性 很 大 程度 上 取决 于 细胞 中 水 分 残存 量 ,过 高 的 
水 分 残存 量 比 低 的 水 分 残存 量 对 细胞 的 危害 更 大 , 它 可 明显 加 快 
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细胞 的 死亡 ,影响 细胞 的 复 水 生存 率 。 就 某 种 微生物 而 言 , 冻 干 细 
胞 中 水 分 残存 量 与 贮存 稳定 性 存在 一 定 的 规律 性 。 假 如 以 微生物 
细胞 中 水 分 残存 量 ( % ) 为 横 坐 标 ,贮存 期 的 微生物 存活 率 (% ) 为 
纵 坐 标 作 图 ,可 以 得 到 细胞 生长 的 曲线 图 。 作 者 研究 了 5 株 极端 
哮 盐 菌 冻 干 含水 量 与 贮存 稳定 性 的 关系 ,发 现 细菌 细胞 的 水 分 残 
存量 以 2% 一 3% 为 佳 (图 2 一 1)。 


100r 


80r 


sot 


细菌 存活 率 (% ) 


细胞 水 分 残存 量 (% ) 
2-1 冻 干 哮 盐 细菌 细胞 水 分 残存 量 与 贮存 稳定 性 的 关系 

(=) 微生物 细胞 水 分 残存 量 与 贮存 期 限 的 关系 

采用 冷冻 干燥 技术 保存 微生物 菌 种 及 有 关 生 物 制品 ,就 是 为 
延长 贮存 期 限 ,达到 长 期 保存 的 目的 。 一 般 认为 , 冻 干 微生物 细胞 
水 分 残存 量 对 贮存 期 限 的 影响 无 种 属 特异 性 ,但 与 贮存 温度 相关 ， 
尤其 是 贮存 在 较 高 的 温度 条 件 下 ,细胞 水 分 残存 量 的 影响 更 为 明 
显 。 细 胞 水 分 残存 量 高 时 ,贮存 期 限 几乎 是 直线 下 降 。 如 以 微 生 
物 菌 种 的 贮存 期 限 (年 ) 为 横 坐标 ,贮存 期 中 细胞 存活 率 (% ) 为 纵 
坐标 ,可 以 制作 不 同 微生物 菌 种 冻 干 贮存 趋势 图 ,趋势 图 中 曲线 的 
倾斜 度 视 不 同 的 细胞 水 分 残存 量 贮 存 温 度 而 差异 明显 。 

五 、 冻 干 导致 微生物 细胞 致死 损伤 的 机 理 
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一 此 六 lyr Ree 


迄今 为 止 ,没有 一 种 微生物 细胞 经 冷冻 于 燥 后 仍 100% 地 保 
持 存活 ,微生物 在 冻 干 过 程 中 的 致死 损伤 是 不 可 避免 的 。 完 善 冻 
干 程序 ,优化 冻 干 条 件 , 加 入 冻 干 保护 剂 只 能 是 减少 致死 损伤 。 如 
前 所 述 ,微生物 细胞 结构 与 功能 的 相对 统一 对 于 冷冻 干燥 具有 有 
利 的 一 面 , 但 也 存在 不 利 的 一 面 ,冷冻 和 干燥 的 环境 条 件 又 然 变 化 
使 冻 干 的 一 些 细胞 结构 造成 损伤 ,从 而 影响 其 功能 的 正常 发 挥 。 
在 此 , 仅 重点 介绍 冻 干 对 细胞 造成 损伤 的 机 理 。 冻 干 导致 微 生物 
细胞 致死 损伤 可 从 两 个 不 同 的 侧面 去 认识 ,一 是 从 冷冻 干燥 技术 
的 角度 去 认识 ,分 为 冷冻 过 程 导致 微生物 细胞 的 损伤 干燥 过 程 导 
致 微生物 细胞 的 损伤 ;二 是 从 微生物 细胞 受 损伤 的 程度 方面 去 认 
识 , 分 为 细胞 的 生理 性 损伤 (冰晶 形成 , 盐 浓度 改变 ) ,细胞膜 透 性 
改变 损伤 ,代谢 调节 作用 损伤 等 。 两 者 问 在 因果 关系 上 没有 质 上 
的 差别 , 故 本 节 介绍 的 内 容 从 冷冻 和 干燥 的 侧面 ,认识 微生物 细胞 
的 致死 性 损伤 问题 。 

(一 ) 冷冻 对 微生物 细胞 的 致死 性 损伤 

微生物 细胞 的 冻 干 损伤 ,首先 发 生 在 微生物 细胞 的 冷冻 ( 预 
冻 ) 期 间 。 预 冻 对 微生物 细胞 冻 干 效果 至 关 重要 ,不 能 提供 有 效 的 
预 冻 条 件 ,随后 的 冻 干 过 程 将 加 速 细胞 损伤 或 死亡 。 有 效 的 预 冻 
条 件 能 减少 微生物 细胞 的 损伤 ,以 利于 冻 干 过 程 中 的 水 分 升华 , 增 
强 冻 干 效果 。 预 冻 对 微生物 细胞 产生 致死 性 损伤 ,其 机 理 是 非常 
复杂 的 ,目前 尚 无 统一 的 理论 ,但 一 般 认为 主要 是 由 机 械 效应 和 溶 
质 效应 引起 。 

(1) 机 械 损伤 效应 ”机 械 损伤 效应 是 细胞 内 外 冰晶 生长 而 产 
生 的 机 械 力 量 引 起 的 ,特别 是 对 于 微生物 细胞 影响 较 大 。 一 般 冰 
晶 越 大 ,细胞 膜 越 易 破裂 ,从 而 造成 细胞 死亡 ;冰晶 小 ,对 细胞 膜 的 
机 械 损 伤 也 较 小 。 冰 晶 是 纯 水 物质 , 故 微生物 细胞 预 冻 过 程 中 , 
胞 内 外 的 冰晶 形成 首先 是 从 纯 水 开始 ,冰晶 的 生长 逐步 造成 电解 
质 的 浓缩 。 其 间 经 历 了 纯 水 结 冰 、 细 胞 质 中 盐 浓度 不 断 增高 . 胞 内 
PH 值 和 离子 强度 改变 ,潜在 的 不 利 化 学 反应 发 生 率 提高 的 变化 过 
程 。 在 预 冻 过 程 中 ,不 利 冰晶 的 大 量 形成 ,对 细胞 膜 系统 造成 的 机 
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械 损 伤 是 直接 损伤 膜 结 构 ,从 而 影响 细胞 的 生理 、 代 谢 功能 的 正常 
发 挥 。 

(2) 溶质 损伤 效应 ”溶质 损伤 效应 是 由 于 水 的 冻结 使 细胞 间 
隙 内 的 液体 逐渐 浓缩 ,从 而 使 电解 质 的 浓度 显著 增加 。 细 胞 内 的 
蛋白 质 对 电解 质 极为 敏感 ,尤其 是 在 高 浓度 的 电解 质 存在 时 ,会 引 
起 蛋白 质变 性 ,丧失 其 功能 ,增加 了 细胞 死亡 的 可 能 性 。 此 外 , 细 
胞 内 电解 质 浓度 增加 还 会 导致 细胞 脱水 死亡 。 间 阶 液 体 浓度 越 
高 ,引起 细胞 的 破坏 就 越 厉 害 。 溶 质 损伤 效应 在 预 冻 的 某 一 温度 
范围 内 最 为 明显 。 这 个 温度 范围 在 水 的 冰点 和 该 溶液 的 全 部 固化 
温度 之 间 , 若 能 以 较 高 的 速度 越过 这 一 温度 范围 ,溶质 损伤 效应 所 
产生 的 不 良 后 果 就 能 大 大 减弱 。 

另外 ,冷冻 时 ,细胞 内 外 形成 冰晶 的 大 小 程度 还 会 影响 干燥 的 
速率 和 干燥 后 产品 的 溶解 速度 。 大 的 冰晶 有 利于 干燥 升华 ,小 的 
冰晶 则 不 然 。 但 大 的 冰晶 溶解 慢 , 小 的 冰晶 溶解 快 。 冰 晶 越 小 , 干 
燥 后 越 能 反映 产品 的 原来 结构 。 也 就 是 说 ,避免 体积 过 大 的 冰晶 
形成 ,是 防止 细胞 损伤 的 关键 所 在 。 

综 上 所 述 , 预 冻 对 微生物 细胞 的 致死 损伤 ,无 论 是 机 械 性 的 ， 
还 是 溶质 性 的 损伤 效应 ,最 为 常见 的 是 导致 膜 系统 直接 损伤 。 从 
机 理 讲 , 膜 系统 的 损伤 取决 于 膜 的 融合 和 从 液晶 相向 凝 胶 相 转变 
的 严重 程度 。 通 常 膜 融合 的 结果 导致 异形 混合 物 的 出 现 , 膜 的 相 
变 直接 造成 膜 的 透 性 增加 。 无 论 哪 种 损伤 形式 均 使 细胞 内 的 物质 
和 胞 外 水 溶性 物质 无 控制 地 进行 双向 交换 ,这 是 细胞 营养 代谢 中 
最 忌讳 的 物质 交换 方式 。 但 这 种 形式 又 是 微生物 细胞 预 冻 时 最 易 
发 生 的 。 

预 冻 对 微生物 细胞 造成 生理 性 损伤 的 常见 现象 是 使 细胞 内 某 
些 重要 蛋白 质变 性 失 活 ,尤其 是 具有 生物 活性 的 酶 蛋白 或 抑制 因 
子 。 酶 和 抑制 因子 的 失 活 ,使 微生物 细胞 正常 生理 代谢 调控 失灵 ， 
出 现 不 利 物 质 大 量 积累 ,对 细胞 造成 毒害 作用 ;或 使 必需 营养 物 大 
量 分 解 ,造成 细胞 “饥饿 性 "损伤 。 轻 微 的 生理 损伤 可 以 在 恢复 生 
长 期 修复 ;严重 的 生理 损伤 对 微生物 细胞 是 致死 性 的 ,直接 影响 冻 
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FRE. 

(=) 干燥 对 微生物 细胞 的 致死 性 损伤 

干燥 对 微生物 细胞 的 致死 性 损伤 因 其 不 同 的 种 而 异 ,具有 芽 
孢 的 细菌 AAT . 耐 干燥 酵母 细胞 对 干燥 的 耐 受 力 非常 强 , 它 
们 可 以 在 几 十 度 ,甚至 上 百度 的 温度 下 干燥 而 不 受 损伤 ,还 可 在 自 
然 干燥 条 件 下 生存 几 十 年 。 应 该 说 ,这 些微 生物 采用 冻 干 保存 效 
果 其 佳 , 冻 干 对 这 些微 生物 的 致死 损伤 相对 小 得 多 。 除 此 之 外 ,多 
数 微生物 对 干燥 比较 敏感 ,尤其 是 革 兰 氏 阴 性 细菌 .真菌 的 营养 菌 
丝 对 干燥 更 为 敏感 ,如 淋病 球菌 在 干燥 状态 下 , 几 小 时 就 死亡 。 干 
燥 对 微生物 细胞 的 致死 损伤 有 时 发 生 在 干燥 过 程 中 温度 过 高 时 ， 
有 时 发 生 在 干燥 使 细胞 异常 脱水 时 ,还 有 时 发 生 在 干燥 细胞 的 贮 
存 期 内 。 冻 干 保存 微生物 菌 种 , 几 种 干燥 效应 并 存 , 无 论 发 生 哪 种 
效应 对 菌 种 保存 都 是 不 利 的 。 当 然 , 从 技术 特征 分 析 ,冷冻 干燥 中 
的 干燥 过 程 与 普通 干燥 明显 不 同 ,真空 及 有 保护 剂 存在 下 的 冷冻 
干燥 对 微生物 细胞 的 直接 损伤 较 普通 干燥 小 得 多 ,冷冻 干燥 的 水 
分 是 经 升华 而 去 除 的 ;而 普通 干燥 往往 是 一 种 高 温水 分 蒸发 过 程 ， 
两 者 的 水 分 去 除 方式 不 同 ,效果 也 截然 不 同 。 

水 分 对 于 维持 微生物 的 正常 生命 活动 是 必 不 可 少 的 。 对 于 不 
耐 干燥 的 微生物 ,冷冻 干燥 对 细胞 造成 的 致死 损伤 也 可 能 是 细胞 
缺 水 而 引发 的 生理 损伤 ; 耐 干燥 微生物 的 损伤 则 可 能 是 膜 系统 结 
构 改变 或 是 组 成 变化 造成 的 损伤 。 有 报道 证 明 ,冷冻 干燥 对 微 生 
物 细胞 膜 系统 组 成 ,特别 是 脂肪 酸 组 成 的 变化 影响 显著 。 冷 冻 干 
燥 过 程 中 ,微生物 细胞 膜 脂 肪 酸 的 不 饱和 度 、 链 的 长 度 、 链 的 分 支 
状态 或 环绕 状态 存在 动态 变化 ,脂肪 酸 的 动态 变化 与 膜 流动 性 密 
切 相关 。 微 生物 细胞 的 干燥 损伤 ,很 大 程度 上 是 由 于 膜 脂 的 性 质 、 
结构 ,功能 的 改变 使 膜 的 流动 性 或 完整 性 改变 ,导致 膜 的 功能 失 
调 ,影响 微生物 的 生命 活动 。 
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$2.3 生物 材料 超低温 冻 存 的 细胞 学 基础 


一 、 细 胞 的 冻结 与 超低温 冻 存 

超低温 保存 生物 样品 的 主要 对 象 是 细胞 材料 ,即使 是 高 等 生 
物 的 组 织 ,器官 ,胚胎 的 保存 ,评估 指标 也 是 以 细胞 学 为 基础 的 。 
因此 ,生物 材料 的 冻 存 ,首先 是 细胞 冻结 问题 ,一 切 影响 细胞 冻结 
的 因素 ,都 是 冻 存 时 必须 考虑 的 。 或 者 说 ,凡是 对 细胞 冻结 不 利 的 
技术 都 避免 使 用 。 所 谓 细胞 的 冻结 ,实际 上 是 细胞 内 外 水 的 冻结 ， 
水 冻结 中 的 变化 过 程 冻结 状 态 对 细胞 生活 力 影响 极 大 。 

(一 ) 水 的 冻结 

生活 细胞 中 含有 大 量 的 水 分 , 约 占 细胞 总 重 的 60% 一 90%。 
与 环境 中 的 水 存在 形式 不 同 ,细胞 中 的 水 有 游离 水 和 结合 水 之 分 ， 
其 中 游离 水 约 占 90% , 比较 容易 冻结 ,一 般 在 温度 降 至 -25 信 左 
右 时 ,游离 水 就 完全 冻结 了 。 结 合 水 存在 于 生物 大 分 子 之 间 ,细胞 
处 于 一 100 信 超低温 下 ,结合 水 仍 处 于 非 冻结 状态 。 由 于 细胞 内 水 
的 存在 形式 ,冻结 状态 直接 影响 生物 材料 的 冻 存 效果 ,所 以 细胞 内 
水 的 存在 形式 ,冻结 状态 是 低温 生物 学 中 研究 的 重点 。 在 低温 生 
物 学 基础 研究 中 ,还 习惯 按 细胞 内 水 的 运动 状态 来 讨论 水 的 结构 
与 性 质 ,即将 细胞 内 的 水 按 结构 分 三 层 ,或 叫 三 种 运动 状态 。 细 胞 
内 与 蛋白 质 ,核酸 、 脂 质 等 大 分 子 和 细胞 器 直接 结合 的 水 , 称 为 A 
层 水 分 子 。A 层 水 分 子规 则 排列 , 热 运动 受到 束缚 , 甚至 在 
一 100 信 也 不 冻结 。 原 生 质 中 的 大 部 分 水 为 B 层 水 分 子 , 其 分 子 
排列 随 A 层 的 变化 而 改变 , 当 A 层 水 分 子 排列 紊乱 ,B 层 水 分 子 
反应 敏感 ,并 相应 变 乱 。B 层 水 分 子 的 冻结 温度 约 为 -25C C 
层 水 分 子 是 细胞 膜 表面 的 自由 水 ,无 论 从 排列 到 结构 上 都 变化 很 
大 , 且 受 环境 因素 的 影响 。 通 常 细胞 内 含水 量 越 低 ,C 层 水 分 子 的 
结构 化 程度 越 高 。 另 外 ,C 层 水 分 子 的 冻结 温度 较 高 ,一 般 接近 环 
境 中 水 的 冻结 温度 。 

纯 水 的 冻结 温度 在 OC 左右 ,细胞 内 游离 水 在 — 25U 左右 冻 
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结 。 由 于 水 的 性 质 不 同 ,不 但 冻结 温度 差异 很 大 ,而 且 冻 结 的 状态 
也 显然 不 同 。 纯 水 冻结 形成 同 质 冰 核 (冰晶 ); 而 细胞 内 的 水 以 水 
溶液 的 状态 存在 ,含有 多 种 溶质 (异物 ) ,冻结 形成 的 冰 核 为 同 质 和 
异 质 两 类 。 两 类 冰 核 的 多 少 与 很 多 因素 有 关 , 其 中 水 里 存在 不 溶 
性 异物 的 量 是 影响 异 质 冰 核 形成 的 因素 。 此 外 ,就 水 的 冻结 而 论 ， 
水 的 不 溶性 异物 越 多 ,水 的 体积 越 大 ,冻结 温度 越 低 。 

(二 ) 水 溶液 的 冻结 

溶液 中 由 于 溶质 的 存在 而 改变 了 水 的 物理 性 质 ,使 其 需要 冷 
却 到 水 的 冰点 以 下 才 开 始 冻结 。 溶 液 的 冻结 过 程 ,一 般 从 过 冷 开 
始 , 随 着 冷却 溶液 中 冰晶 的 生成 , 潜 热 不 断 产生 ,使 温度 骤然 上 升 ， 
水 不 断 结 冰 ,不断 释放 潜 热 ,直至 达到 共 唱 点 , 即 饱和 溶液 的 凝固 
点 。 溶 液 冻结 形成 冰晶 的 状态 与 溶质 含量 和 降温 速度 呈正 相关 ， 
增加 溶质 浓度 ,加快 降温 速度 ,可 以 获得 玻璃 化 冰晶 。 实 验证 明 ， 
50% 的 明胶 或 70% 以 上 的 甘油 溶液 进行 快速 冻结 时 ,能 形成 玻璃 
化 冻结 状态 。 目 前 ,玻璃 化 冻结 技术 已 用 于 动 .植物 细胞 ,组织 器 
官 , 胚 胎 等 的 冻 存 ,具有 广阔 的 应 用 前 景 。 

(=) 生活 细胞 的 冻结 

细胞 内 冻结 和 溶液 的 情况 一 样 ,通常 在 OC 以 下 过 冷 共 晶 点 。 
但 细胞 冻结 不 仅 限于 细胞 内 冻结 , 胞 内 冻结 之 前 首先 是 胞 外 冻结 。 
二 者 的 冻结 由 冻结 条 件 ,特别 是 冷却 速度 决定 。 

(1) 细胞 外 冻结 ” 冻 存 生活 细胞 均 以 液体 悬浮 状态 开始 , 悬 
浮 细胞 的 液体 多 为 含 低温 保护 剂 (甘油 ,DMSO) 的 冻 存 液 。 尽 管 
冻 存 液 的 溶质 成 分 或 浓度 可 因 待 冻 存 细胞 (动物 细胞 ,植物 细胞 . 
微生物 细胞 ) 的 不 同 而 有 所 差别 ,但 可 以 肯定 ,无 论 那 种 冻 存 液 , C 
们 含 活化 冰晶 的 异物 远 比 细胞 内 要 多 ,所 以 ,悬浮 细胞 的 冻结 首先 
是 细胞 外 冻结 ( 冻 存 液 冻结 )。 此 外 ,细胞 内 原生 质 的 化 学 组 成 和 
物理 性 质 的 特殊 性 导致 存在 于 狭小 空间 的 水 结 冰 较 为 困难 也 是 细 
胞 外 首先 冻结 的 原因 之 一 。 

细胞 外 冻结 受 两 种 降温 速率 的 影响 :一 种 是 同 速 降温 , 即 细胞 
表面 的 冷却 速度 很 小 , 胞 外 结 冰 缓 慢 , 从 而 连续 有 热 发 生 ,使 胞 内 
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的 水 分 以 很 大 速度 流向 胞 外 ,减缓 了 胞 外 冻结 速度 。 同 速 降温 过 
程 中 , 冰 的 生成 与 热 的 发 生 同 冷却 速度 同步 进行 。 另 一 种 是 慢 速 
降温 冷却 ,冷却 速度 明显 慢 于 冰 的 生成 和 热 的 发 生 , 增 加 了 细胞 内 
的 水 向 胞 外 溢出 的 速度 ,使 细胞 在 短期 内 不 易 结 冰 而 脱水 ,适度 的 
细胞 内 脱水 对 冻 存 是 有 益 的 。 根 据 细胞 外 结 冰 与 降温 速率 之 间 的 
关系 ,Luyet 首先 提出 冻 存 生物 细胞 的 二 步 冻结 法 , 即 先 对 细胞 慢 
速 降温 (1.0C /min) 到 — 30°C ,造成 细胞 外 冻结 ,细胞 内 脱水 , 然 
后 提高 降温 速度 (5 一 10C /min) 降 到 -100C 以 下 ,将 细胞 快速 移 
到 液 氮 长 期 保存 。 二 步 降温 冷冻 法 已 被 众多 学 者 所 接受 ,广泛 用 
于 生物 材料 的 长 期 冻 存 。 

(2) 细胞 内 冻结 ”细胞 悬浮 在 常规 浓度 的 低温 保护 剂 中 , 采 
用 二 步 降 温 冷 冻 法 或 慢 速 降温 冷冻 为 宜 。 快 速 降温 容易 使 细胞 内 
过 早 结 冰 或 冻结 ,一 旦 细胞 内 过 早 冻结 ,对 细胞 有 破坏 作用 ,造成 
细胞 结构 的 破坏 ,原生质 法 缩 , 脱 水 呈 网 状 。 细 胞 融 解 后 ,可 观察 
到 细胞 崩 坏 的 残骸 , 胞 内 空 泡 增加 。 可 见 ,细胞 内 的 快速 冻结 对 细 
胞 长 期 冻 存 是 不 利 的 。 当 然 , 下 璃 化 冻 存 技术 例外 ,玻璃 化 冻 存 除 - 
提高 保护 剂 浓 度 外 ,还 需 加 快 降温 速度 (1000 一 10000C /min) ,使 
细胞 内 水 冻结 冰晶 体积 非常 小 ,出 现 玻璃 状 的 冻结 现象 ,这 样 才 能 
使 细胞 免 受伤 害 ,达到 细胞 冻 存 的 目的 。 

(四 ) 细胞 的 超低温 冻 存 

如 前 所 述 ,细胞 内 外 水 的 冻结 状态 是 细胞 冻 存 技术 的 关键 。 
理论 上 讲 ,细胞 外 水 的 冻结 温度 为 - S~ — 15°C ,细胞 内 游离 水 在 
一 25 人 冻结 , -30C 时 ,细胞 几乎 没有 非 冻结 状态 的 自由 水 存在 ， 
而 结合 水 在 - 100Y 温度 下 也 不 冻结 。 根 据 Luyet 的 冻结 理论 , 细 
胞 游离 水 的 冻结 温度 ( - 30°C ) 可 被 认为 是 细胞 冻 存 的 安全 温度 ， 
因 细胞 的 二 步 冻结 法 是 以 - 30Y 为 基础 的 ,在 如 此 温度 条 件 下 , 细 
胞 可 以 达到 冻 存 的 目的 。 但 事实 上 ,细胞 冻 存 的 检测 结果 并 非 如 
此 ,即便 是 在 -70C 条 件 下 , 冻 存 细胞 (尤其 是 动物 细胞 和 植物 细 
胞 ) 也 不 能 达到 长 期 保存 的 目的 ;只 有 在 ~ 196Y 的 超低温 条 件 下 ， 
细胞 的 冻 存 才 是 安全 可靠 的 。 由 此 看 来 ,细胞 的 超低温 冻 存 ,不 
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仅仅 是 低温 生物 学 的 问题 ,还 涉及 细胞 生物 学 理论 。 从 细胞 的 生 
理 特 性 看 ,在 -70C 以 上 ,细胞 内 某 些 酶 类 还 具备 一 定 的 活性 ,使 
细胞 进行 简单 .缓慢 的 代谢 ,结果 使 细胞 出 现 “ 衰 老 " 现 象 。 另 外 ， 
温度 的 波动 也 会 产生 物理 和 化 学 反应 ,使 细胞 受到 不 同 程度 的 损 
伤 。 细 胞 在 - 196Y 下 冻 存 ,有 效 地 避免 了 上 述 现象 的 发 生 。 可 
见 , 细 胞 的 冻 存 除 考虑 细胞 内 外 水 的 冻结 及 冻结 可 能 造成 的 损伤 
外 ,还 要 考虑 细胞 本 身 的 生物 学 特性 ,否则 就 难以 达到 长 期 保存 的 
目的 。 

二 、 细 胞 超低温 冻 存 后 致死 损伤 问题 

细胞 超低温 冻 存 实际 上 由 三 个 技术 手段 组 成 :一 是 细胞 预 冻 ; 
二 是 细胞 在 - 196°C 下 长 期 贮存 ;三 是 细胞 冻 融 。 正 如 前 面 讨论 的 
那样 ,细胞 在 一 196 信 下 贮存 是 安全 、 有 效 的 。 如 果 说 细胞 超低温 
冻 存 后 出 现 致死 损伤 的 话 , 那 肯定 是 发 生 在 预 冻 和 冻 融 期 间 ,而 这 
种 由 预 冻 和 冻 融 引起 的 细胞 变化 或 损伤 是 可 以 通过 完善 和 改进 技 
术 程 序 尽量 避免 的 。 所 以 讨论 细胞 超低温 冻 存 的 致死 损伤 问题 并 
不 意味 是 否定 超低温 冻 存 技术 的 实用 性 。 目 前 认为 ,导致 细胞 超 
低温 冻 存 的 致死 损伤 , 主要 是 采用 非 标准 的 冻 存 程序 ,细胞 的 结构 
与 功能 受到 严重 损害 ,致使 冻 融 的 细胞 难以 恢复 生长 而 死亡 。 细 
胞 的 损伤 是 全 方位 的 ,有 的 是 膜 系统 的 完整 性 受 损 , 有 的 是 亚 细 胞 
结构 受 破坏 ,有 的 也 可 能 是 代谢 酶 失 活 - 


$2.4 低温 免疫 研究 的 细胞 学 基础 


低温 医学 的 广泛 深入 研究 ,促使 低温 免疫 (cryoimmune) 这 一 
概念 应 运 而 生 , 且 不 断 被 人 们 所 接受 。 迄 今 ,低温 免疫 研究 已 渗透 
到 基础 免疫 学 ,肿瘤 免疫 学 组织 移植 免疫 学 .低温 外 科学 等 领域 ， 
并 在 理论 与 应 用 研究 方面 取得 长 足 进展 。 

一 、 肿 瘤 冷冻 治疗 中 的 免疫 变化 

严格 地 讲 , 早 期 发 现 及 涉及 低温 免疫 问题 的 先驱 者 并 非 免疫 
学 家 ,而 是 从 事 低温 医学 及 冷冻 医疗 的 专家 。 冷 冻 医 疗 专家 在 进 
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行 冷冻 治疗 时 发 现 ,肿瘤 组 织 经 超低温 ( 液 氨 ) 快 速 冷冻 时 ,1 一 3 
分 钟 后 便 可 使 病变 组 织 细胞 造成 不 可 逆 的 致死 性 损伤 ,随后 ,冻伤 
之 坏死 组 织 或 肿瘤 细胞 作为 自身 特异 性 抗原 ,刺激 机 体 产生 特异 
性 细胞 免疫 和 体液 反应 ,从 而 增强 机 体 抗 肿瘤 免疫 力 , 结 合 其 他 抗 
肿瘤 药物 治疗 ,可 显著 提高 肿瘤 治疗 效果 。 其 后 ,这 种 低温 免疫 反 
应 的 存在 已 在 前 列 腺 癌 \ 恶 性 黑色 素 痛 .晚期 官 颈 癌 、 其 至 胃癌 和 
乳腺 癌 的 冷冻 治疗 中 得 到 证 实 。 因 此 ,Bory 等 提出 了 冷冻 治疗 恶 
性 肿瘤 时 ,机 体 中 免疫 作用 的 可 能 途径 : 

超低温 冷冻 治疗 肿瘤 一 形成 坏死 肿瘤 组 织 一 释放 自身 组 织 特 
异性 抗原 -~ 激发 机 体 的 特异 性 免疫 一 产生 抗体 或 淋巴 因子 -抑制 
残余 肿瘤 组 织 生 长 一 增强 机 体 抗 肿瘤 免疫 力 。 

二 、 外 周 血 单个 核 细 胞 (PBMCs) 冻 存 后 的 免疫 应 答 

液 氮 超低温 冻 存 方 法 是 目前 长 期 保存 动物 细胞 的 最 佳 方法 ， 
在 免疫 学 研究 中 ,广泛 用 于 免疫 细胞 .外周 血细胞 骨髓 细胞 、 杂 交 
瘤 细胞 的 长 期 保存 ,致使 很 多 回顾 性 免疫 学 研究 骨髓 移植 、 单 克 
隆 抗 体 的 长 期 制备 能 常规 进行 。 一 般 认为 ,标准 超低温 冻 存 技术 
是 安全 、 可 靠 的 ,不 影响 其 冻 存 细胞 的 功能 ,也 不 会 造成 遗传 性 状 
的 改变 。 进 入 90 年代, 美国 的 Veekataraman 等 人 以 外 周 血 单个 
核 细 胞 (PBMCs) 为 材料 ,研究 了 这 类 细胞 冻 存 后 的 免疫 应 答 , 结 
果 证 明 ,PBMCs 经 冷冻 后 ,显著 增强 了 分 沁 IL -1IL-6 和 IFN 
一 r 能 力 , 其 培养 上 清 液 中 细胞 因子 的 含量 高 出 新 鲜 对 照 的 几 十 
倍 ,甚至 几 百 倍 。 进 一 步 的 研究 证 实 ,在 PBMCs 冻 融 过 程 中 , 那 
些 对 低温 敏感 的 抑制 细胞 会 受到 不 同 程度 的 冰冻 损伤 ,使 其 丧失 
免疫 抑制 活性 ,从 而 使 用 PHA 刺激 或 LPS 激活 的 单 核 细 胞 、 淋 巴 
细胞 分 刻 IL-1JIL-2JIL-6 和 1IFN-r 的 功能 失去 免疫 调节 控 
制作 用 ,造成 细胞 培养 上 清 液 中 的 细胞 因子 积累 。Veekataraman 
等 人 的 研究 提出 了 一 个 新 的 低温 免疫 问题 ,提醒 免疫 学 研究 者 在 
冻 存 特殊 功能 的 免疫 细胞 时 要 小 心 谨慎 。 另 外 ,这 一 研究 结果 对 
于 深入 研究 PBMCs 冻 存 后 的 免疫 机 理 也 具有 重要 参考 价值 。 

三 、 冻 存 器 官 对 宿主 移植 免疫 排斥 反应 的 效应 
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多 年 来 ,器 官 移植 一 直 存 在 两 个 重要 的 问题 , 即 器 官 来 源 困难 
和 宿主 移植 排斥 反应 。 眼 球 皮肤 、 胰 腺 RE AK 
温 保存 成 功 ,大 大 缓解 了 临床 上 对 这 些 器 官 的 需求 。 而 环 孢 菌 素 
A.FK506 等 强 效 免疫 抑制 剂 的 临床 应 用 ,使 移植 免疫 排斥 反应 得 
到 有 效 控制 。 然 而 ,对 于 器 官 移植 宿主 而 言 ,长 期 使 用 免疫 抑制 剂 
虽然 控制 了 排斥 反应 ,但 随 之 而 来 的 是 机 体 免疫 机 能 下 降 , 抗 感染 
能 力 减 弱 , 增 加 了 并 发 其 他 感染 疾病 的 危险 性 。 所 以 ,通过 其 他 途 
径 降 低 移植 免疫 排斥 反应 始终 是 急 待 解决 的 课题 。 近 两 年 ,低温 
免疫 实验 研究 对 于 改善 移植 排斥 反应 取得 较 大 进展 。 

Ingham 等 将 小 鼠 的 皮肤 进行 适当 处 理 , 浸 泡 于 15% DMSO 
冻 存 剂 中 ,以 30°C /min 的 降温 速率 降温 到 - 150Y ,贮存 于 液 氮 。 
检测 结果 发 现 , 冻 存 后 的 皮肤 不 仅 活 性 很 高 ,而 且 异 体 移植 后 免疫 
排斥 反应 显著 降低 。 

Natkunam 等 进一步 证 明 ,用 1C /min 的 降温 速率 冻 存 小 鼠 
心脏 瓣膜 时 ,移植 后 的 免疫 排斥 反应 较 强 ;而 采用 10C /min 的 降 
温 速率 冻 存 心脏 淤 膜 ,异体 移植 免疫 排斥 反应 明显 减退 。 体 外 测 
定 结果 也 充分 显示 ,采用 不 同 降温 速率 的 程序 冻 存 小 鼠 心 脏 瓣 膜 ， 
其 免疫 原 性 存在 显著 差异 ,加 快 降温 速率 可 有 效 降低 冻 存 器 官 异 
体 移植 的 免疫 排斥 反应 。 因 此 ,Natkunam 等 认为 ,在 心脏 瓣膜 中 ， 
表达 MHC -2 抗原 的 树 突 状 细胞 (dendritic cell) 在 同 种 异体 移植 
免疫 反应 中 起 关键 性 作用 , 它 可 非特 异性 地 刺激 移植 宿主 的 淋巴 
细胞 产生 免疫 排斥 反应 。 而 用 快速 降温 (10C /min) 技 术 冻 存心 
FREE ALAS ,发现 其 中 的 树 突 状 细胞 冰冻 损伤 极为 严重 ,免疫 刺激 功 
能 显著 下 降 ,移植 排斥 的 反应 显著 减弱 。 

缘 上 所 述 ,低温 冻 存 对 免疫 应 答 的 影响 是 存在 的 ,并 且 ,免疫 
应 答 不 仅 与 免疫 细胞 有 关 , 还 涉及 很 多 效应 细胞 。 故 可 以 肯定 , 低 
温 免疫 的 研究 是 以 细胞 学 为 基础 的 ,通过 改进 冻 存 程序 ,可 使 这 种 
对 细胞 特性 的 影响 处 于 预期 的 最 佳 状态 。 
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§2.5 生物 材料 低温 保存 与 遗传 稳定 性 的 关系 


生物 材料 低温 保存 的 遗传 稳定 性 是 种 质 、 种 株 保存 中 最 关注 
的 问题 。 和 遗传 稳定 性 始终 作为 选择 保存 方法 、 确 定 保存 条 件 的 最 
重要 指标 ,一切 可 供 使 用 的 保存 技术 都 是 以 能 保存 生物 材料 的 遗 
传 稳定 性 为 前 提 的 ,如 4 的 低温 能 有 效 地 保存 很 多 生物 材料 , 且 
设备 简单 ,经 济 适用 。 但 从 遗传 稳定 性 的 角度 出 发 ,人 们 宁愿 花 成 
百 上 千 倍 的 费用 ,建立 -20C、- 40°C 的 冷库 ,用 于 种 质 或 生物 材 
料 的 长 期 保存 。 另 外 ,从 理论 上 讲 , -25> - 30°C 的 低温 冻结 可 使 
生物 材料 达到 保存 的 目的 ,也 是 基于 保持 生物 材料 遗传 稳定 性 的 
考虑 ,低温 生物 学 家 一 致 推荐 采用 液 氮 超 低温 技术 冻 存 生物 材料 。 
迄今 ,人 们 对 生物 材料 低温 保存 的 标准 技术 给 予 充分 肯定 ,特别 是 
对 于 保存 中 的 遗传 稳定 性 问题 ,许多 学 者 作 了 大 量 的 研究 和 对 比 
分 析 ,取得 较 好 的 结果 。 

一 、 染 色 体 结构 的 稳定 性 

标准 的 低温 保存 方法 使 生物 材料 的 染色 体 结 构 保持 稳定 ,而 
错误 的 操作 程序 或 非 标准 保存 技术 的 使 用 则 对 细胞 染色 体 结构 造 
成 损伤 。 郑 斯 涌 在 冻 存 人 外 周 血 淋 巴 细胞 时 ,在 无 低温 保护 剂 的 
状态 下 ,在 0C、 一 20 人 冷冻 3 分 钟 ,结果 发 现 0 组 的 淋巴 细胞 染 
色 体 结构 畸变 率 为 31% , -20 人 组 高 达 49%. MARE BAM H 
胞 变形 .膨胀 ,破碎 ;染色 体 双 着 丝 粒 频率 增加 ,并 出 现 较 多 无 着 丝 
粒 断 片 和 环 状 断 片 。 而 加 10% 二 甲 亚 砚 作 为 保护 剂 的 淋巴 细胞 ， 
在 液 氮 贮存 3 个 月 ,其 染色 体 结构 与 新 鲜 对 照 组 无 差异 。 郑 向 黎 
则 采用 标准 程序 降温 ` 液 氨 长 期 冻 存 人 肺 二 倍 体 细胞 ,以 不 同 的 温 
度 解冻 ,用 常规 方法 制备 染色 体 标本 片 和 G 带 显 色 ,显微镜 观察 
结果 如 表 2 一 1 所 示 。 

由 此 可 见 ,低温 诱导 细胞 染色 体 畸 变 的 现象 是 存在 的 ,但 在 生 
物 材料 低温 保存 中 ,可 以 通过 加 入 低温 保护 剂 、 完 善 降温 程序 , 控 
制 解冻 温度 而 避免 细胞 染色 体 的 畸变 。 换 句 话说 ,采用 标准 的 方 
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法 冻 存 生物 材料 ,染色 体 结构 具有 高 度 稳定 性 ,即使 有 少数 细胞 染 
色 体 发 生 微量 变化 也 是 可 逆 性 的 ,可 以 在 以 后 的 恢复 生长 中 加 以 


修复 。 
表 2-1 解冻 温度 对 细胞 染色 体 结构 的 影响 
编 号 解冻 温度 (C ) 细胞 染色 体 结构 变化 
1 20 70% 以 上 细胞 染色 体 溶解 
2 30 50% 左 右 的 细胞 染色 体 溶解 
3 40 60% 一 70% 细 胞 染色 体形 态 正常 
4 50 50% 左右 的 细胞 染色 体 溶解 


二 、 染 色 体 数目 的 稳定 性 

通常 高 等 生物 的 染色 体 数目 是 相对 稳定 的 ,并 且 可 以 通过 细 
胞 化 学 方法 加 以 鉴别 。 物 种 的 染色 体 数 目 不 变 决定 其 遗传 性 状 的 
稳定 性 。 低 温 保存 的 目的 ,也 就 是 要 让 物种 的 遗传 性 状 保持 稳定 。 
尽管 很 多 自然 因素 会 导致 物种 染色 体 数目 的 改变 (出 现 单 体 , 非 束 
倍 体 染 色 体 组 ) ,但 是 深 低 温 ,尤其 是 超低温 冻 存 会 改变 高 等 生物 
材料 细胞 染色 体 数目 的 报道 不 多 。 石 思 信 等 报道 用 ~ 196Y 超 低 
温 冻 存 玉米 花粉 2 年 以 上 ,授粉 后 的 Fl 代 细胞 染色 体 数目 完全 正 
常 , 且 无 染色 体 易 位 现象 出 现 。 梁 继 霞 等 用 低温 保存 土豆 试管 苗 
的 结果 也 证 明 , 标 准 的 低温 保存 方法 不 会 使 生物 材料 的 染色 体 数 
目 发 生 改 变 , 所 以 保存 方法 是 稳定 有 效 的 。 

三 、 质 粒 的 稳定 性 

质粒 是 微生物 重要 的 遗传 物质 ,存在 于 染色 体 之 外 , 且 能 自我 
复制 ,作为 遗传 工程 的 载体 被 广泛 应 用 。 野 生 型 质粒 、 抗 药性 质 
粒 、 重 组 质粒 \ 致 病 性 质粒 是 微生物 细胞 内 质粒 的 几 种 重要 存在 形 
式 。 这 些 质 粒 的 存在 赋 于 微生物 细胞 不 同 的 特性 。 一 般 认为 , 微 
生物 细胞 内 的 野生 型 质粒 、 致 病 性 质粒 是 比较 稳定 的 ;而 抗 性 质 
粒 , 尤 其 是 重组 质粒 的 稳定 性 比较 差 。 所以, 人们 一 直 关 注 微生物 
质粒 的 稳定 性 问题 ,其 中 微生物 长 期 保存 中 的 质粒 稳定 性 问题 的 
讨论 由 来 已 入。 所 幸 的 是 ,已 有 众多 的 文献 报道 ,结果 是 肯定 的 ， 
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微生物 长 期 保存 ,其 质粒 稳定 存在 。 从 现 有 的 文献 看 ,微生物 长 期 

保存 与 质粒 稳定 性 存在 保存 方法 上 的 差异 ,冷冻 干燥 保存 、 液 氮 保 

存 对 微生物 质粒 的 稳定 性 有 一 定 的 影响 。 就 群体 而 言 ,两 种 保存 
表 2-2 大 肠 杆菌 液 气 冻 存 及 其 质粒 稳定 性 


冻 存 后 大 肠 杆菌 活性 (% ) 


KH WEM 25a /enl 抗生素 的 LB 平 板 计数 ) 
( 含 抗 性 质粒 ) 的 菌 数 
1E ”1 个 月 6 个 月 1 年 ”2 年 


RY13(pMB3) 5.4x10° 109 48 76 87 80 
CR34(pSC10) 9.1107 92 105 113 100 105 
K12W3110(pML2) 1.0x10° 140 130 110 120 110 
K12W3110(RP4) 8.6x10° 63 81 87 99 84 
K12J53- 1 4.510" 98 82 96 B 84 
K12J. 53(JR66a) 5.3x10 59 94 89 70 79 
W677(R799) 1.3x10% 77 85 73 59 77 
C603(pML21) 2.6x10” 119 119 92 62 92 


R2-3 微生物 冷冻 干燥 保存 及 其 质粒 稳定 性 


菌 种 名 称 冻 干 前 质粒 检 出 (%) 冻 干 后 质粒 检 出 (% ) 

大 肠 杆菌 ( 含 抗 性 质粒 ) 

RY13 99 51 

CR34 100 51 

K12W3110 98 36 

W677 100 62 
极端 嗜 盐 菌 ( 含 普通 质粒 ) 

S$ 100 32 

h 3 97 45 

Ts 100 39 

RF, 100 62 
啤酒 酵母 ( 含 重组 质粒 ) 

NA79- 10C/pAL109 99 82 

NA87- 11A/pAT90 105 72 

NA75- 2A/pAL; 90 87 

NA79- 10C/pALS1 85 80 


方法 均 可 用 于 微生物 的 长 期 保存 ,其 中 仅 存在 复苏 百分率 的 差异 ， 
不 存在 质粒 完全 丢失 的 问题 ,只 要 有 一 定数 量 的 细菌 质粒 稳定 存 
在 ,就 可 获得 大 量 的 群体 。 但 从 单 细胞 受 损伤 的 角度 去 分 析 ,发 现 
冻 干 对 单 细胞 的 损伤 要 大 得 多 。 对 于 复苏 百分率 的 降低 有 两 种 解 
释 : 一 种 是 细菌 细胞 受 损 严重 导致 死亡 率 增加 ;再 就 是 抗 药性 质粒 
丢失 ,使 细胞 不 能 在 加 抗生素 的 培养 基 中 恢复 生长 。 保 存 对 质粒 
稳定 性 的 影响 在 大 肠 杆菌 .极端 嗜 盐 菌 .酵母 菌 中 都 比较 明显 ( 表 
2-2, 表 2-3)。 

四 、DNA 分 子 的 稳定 性 

DNA 是 遗传 的 物质 基础 ,它们 在 细胞 内 以 两 种 形式 存在 :一 
种 存在 于 细胞 核 内 ( 真 核 生物 ); 另 一 种 以 拟 核 形式 存在 (原核 生 
物 )。 真 核 细胞 中 的 染色 体 、 细 胞 质 遗 传 载体 均 存 在 完整 的 DNA 
分 子 , 此 种 情况 下 DNA 分 子 受到 核 蛋 白 的 保护 ,在 遇 到 外 部 环境 
激烈 刺激 时 ,尽管 会 发 生 染色 体 结构 ,数目 的 变化 ,造成 染色 体 畸 
变 ,但 畸变 的 染色 体 仍 能 遗传 并 表达 性 状 , 故 可 以 认为 ,畸变 染色 
体 的 DNA 分 子 是 完整 的 。 超 低温 冻 存 是 否 会 造成 真 核 细胞 DNA. 
分 子 的 不 可 逆 损 伤 , 这 是 倍 受 关注 的 问题 。 采 用 同位 素 标记 的 胸 
喀 喧 核 背 挫 人 法 ,可 客观 地 反映 DNA 分 子 的 损伤 程度 。 从 国内 
外 的 许多 报道 看 ,标准 的 超低温 冻 存 不 会 引起 真 核 细胞 染色 体 
DNA 分 子 的 损伤 ,更 不 会 引起 基因 的 不 可 逆 突 变 。 然 而 ,原核 细 
胞 中 的 DNA 分 子 比较 容易 受 外 界 条 件 的 影响 ,产生 分 子 结构 改 
变 , 基 因 突 变 等 变化 。Sinskey 曾 报 道 ,经 冷冻 干燥 后 的 大 肠 杆菌 
细胞 内 的 DNA 分 子 存在 不 同 程度 的 损伤 ,编码 某 些 代谢 酶 的 基 
因 甚至 会 发 生 突变 。 这 种 DNA 分 子 的 损伤 或 基因 突变 不 同 于 辐 
射 造 成 的 伤害 ,它们 中 大 部 分 损伤 是 可 逆 的 ,能 够 在 恢复 生长 期 逐 
渐 修复 ,不 会 出 现 表 型 上 的 遗传 效应 。 但 是 ,少数 的 致死 损伤 ( 细 
菌 死亡 ) 或 隐 性 损伤 ,微量 损伤 是 客观 存在 的 。 有 些 DNA 产生 微 
量 损伤 会 影响 代谢 产物 的 积累 (次 生 代 谢 产物 ), 这 方面 的 例子 很 
多 ,诸如 谷 氨 酸 、 核 黄 素 .抗生素 产生 菌 的 冻 干 都 会 影响 产量 。 相 
比 之 下 , 液 氮 冻 存 所 造成 的 DNA 损伤 就 微乎其微 。Ashwood — 
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Smith Xt ZEA PURGE 11 年 之 久 的 三 株 营养 缺陷 型 细菌 (下 . coli 
trp „E.coli lac 和 S. typhimnrium TA 98 his” ) 进 行 了 遗传 分 
析 ,发现 缺陷 性 状 稳 定 遗 传 。 由 此 可 见 , 标 准 的 低温 保存 技术 对 
DNA 分 子 的 稳定 性 极为 关键 。 
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第 3 章 低温 生物 学 研究 的 物理 化 学 基础 


$3.1 低温 保存 与 低温 损伤 


一 、 低 温 保存 
生物 体能 在 低温 下 长 期 保存 是 因为 低温 能 抑制 生物 体 的 生化 
活动 。 生 物体 内 一 切 新 陈 代谢 过 程 中 的 化 学 变化 , 虽 大 多 数 由 酶 
所 催化 而 表现 出 各 种 特殊 形式 ,但 仍然 都 服从 于 某 些 共 同 的 物理 
化 学 规律 。 著 名 的 瑞典 物理 化 学 家 S. A. Arrhenius( 1859 - 1927) 
研究 了 温度 对 化 学 反应 速度 的 影响 ,得 到 了 如 下 的 Arrhenius 关 
系 : 
K = Acexp( - E,/RT) (3-1) 
式 中 ,K 是 反应 速率 ;R 是 气体 常数 ;T 是 绝对 温度 ; E, 是 活化 能 
(activation energy); A 则 称 为 Arrhenius 因子 ,对 于 给 定 的 反应 ， 
A 是 个 常数 。 
式 (3-1) 可 以 改写 为 下 列 形 式 : 
Ink = Ina ~ [£2] (3-2) 
对 于 给 定 的 反应 ,车 以 InK 和 1/T 分 别 作 纵 、 横 坐标 ,那么 上 
述 关系 应 为 向 右 方 下 斜 的 直线 。 许 多 酶 反应 速率 心 搏 速率 .呼吸 
速率 、 神 经 冲动 传播 速率 变质 反应 速率 等 试验 都 已 经 证 实 了 上 述 
关系 。 
根据 一 般 推 荐 的 活化 能 E, 的 数值 ,就 可 以 算出 反应 速率 K 
随 温 度 降低 而 衰减 的 情况 。 按 此 也 可 以 推算 出 生物 变质 速率 与 温 
度 的 关系 。 举 例 来 说 , 若 一 生物 体 在 4Y 环境 下 能 存活 2 小 时 , 那 
么 按理 论 上 说 , 它 在 -40C 下 能 保存 数 日 ,在 -80C 下 可 保存 数 
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月 ,而 在 =- 196C( 液 氮 温 度 ) 下 可 望 保存 几 个 世纪 。 

60 年 代 , 美 国 纽约 血液 中 心 主任 A.W. Rowe 实现 了 人 体 红 
细胞 的 低温 保存 。1980 年 ,他 将 在 液 氮 温度 下 保存 了 12 年 的 红 
细胞 复 温 后 进行 检查 ,没有 发 现任 何 生 化 和 功能 上 的 变异 。 这 实 
际 上 证 明了 生物 材料 可 以 在 低温 下 长 期 保存 - 

1981 年 ,美国 麻 省 理工 学 院 低温 生物 实验 室 主任 E.G. 
Cravalho 等 将 红细胞 的 温度 一 直 降 至 一 272.29C , 复 温 后 未 见 任 
何 变异 。 这 说 明 低温 保存 并 未 发 现 有 温度 的 下 限 。 从 Arrhenius 
关系 来 分 析 , 温 度 越 低 ,可 保存 的 时 间 就 越 长 久 , 但 要 达到 液 氮 温 
度 以 下 ,耗费 很 大 。 所 以 从 实用 观点 来 说 , - 196 已 足够 了 。 

生物 体 虽 能 在 低温 下 长 期 保存 ,但 却 极 容 易 在 降温 和 复 温 过 
程 中 受 溶液 冻结 融化 以 及 溶液 渗透 压力 变化 等 因素 的 作用 而 损 
伤 。 这 种 低温 损伤 主要 发 生 在 0 一 -60 这 段 温度 范围 内 ,我 们 
称 这 个 温度 范围 为 “危险 温度 区 ”。 

为 了 实现 细胞 的 低温 保存 ,一 般 均 需 在 溶液 中 加 入 一 定 种 类 
的 低温 保护 剂 (cryo - protective agents), 如 甘油 .二 甲 亚 硕 等 ,并 
针对 不 同 的 细胞 ,设计 特定 的 降温 程序 和 复 温 程序 等 。 没 有 上 述 
特定 的 条 件 , 细 胞 在 降温 复 温 过 程 中 必然 会 遭 到 低温 损伤 而 死亡 。 

二 、 最 佳 冷 却 速 率 

从 1949 年 起 ,人 们 经 过 约 20 年 的 探索 ,发 现 针对 不 同 的 细胞 
和 不 同 的 低温 保护 剂 溶液 ,存在 着 数值 各 不 相同 的 最 佳 冷却 速率 。 
当 冷 却 速 率 在 此 值 附 近 , 低 温 保 存 的 存活 率 达到 最 大 值 。Mazur 
综合 了 几 种 细胞 的 存活 率 与 冷却 速率 的 关系 ,如 图 3-1 所 示 。 

虽然 以 后 的 研究 提高 了 存活 率 ,而 且 发 现 采 取 不 同 的 保存 方 
案 也 可 改变 细胞 的 最 佳 冷却 速率 的 数值 ;但 是 此 图 的 重要 意义 在 
于 告诉 人 们 ,对 于 某 一 种 细胞 和 某 一 确定 的 保存 方案 ,确实 存在 着 
某 种 最 佳 冷却 速率 ,对 应 最 大 的 存活 率 ;而 过 快 或 过 慢 的 冷却 速率 
都 会 导致 细胞 的 损伤 ,降低 存活 率 。 

三 、 关 于 冷却 过 程 细 胞 受 损伤 的 两 因素 假说 

关于 过 慢 的 冷却 过 程 使 细胞 受 损伤 致死 的 原因 , 曾 有 许多 科 
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FER) 


冷却 速度 ("C /min) 


3-1 几 种 细胞 的 低温 保存 存活 率 与 冷却 速率 的 关系 
1. 骨髓 细胞 2. 酵母 细胞 3. 仓鼠 细胞 4. 红细胞 
学 家 提出 各 种 假说 。Lovelock 认为 ,过 慢 的 冷冻 过 程 造成 电解 质 ， 
浓度 的 增高 ,导致 细胞 膜 脂 蛋白 复合 体 的 破坏 和 膜 的 分 解 。 
Meryman 认为 , 当 细胞 膜 脱水 收缩 达到 临界 最 小 体积 时 ,会 使 细 
胞 膜 的 渗透 率 产 生 不 可 逆 的 致命 的 增加 ,原先 不 能 透 过 膜 的 溶液 
也 变 成 可 渗透 的 ,造成 细胞 死亡 。 

1972 年 ,Mazur 等 首先 从 中 国 仓鼠 组 织 培养 细胞 的 低温 保存 
试验 数据 分 析 中 ,提出 冷冻 损伤 的 两 因素 假说 。 这 个 假说 认为 造 
成 冷冻 损伤 有 两 个 独立 的 因素 :一 是 胞 内 冰 的 形成 (intracellar ice 
damage) ,这 是 过 快 冷却 所 产生 的 ,冷却 速率 越 快 ,此 损伤 越 大 ; 另 
一 是 “溶质 损伤 ”(solute damage) 或 称 “ 溶 液 损伤 ”(solution dam- 
age) ,这 是 由 过 慢 冷 却 所 产生 的 , 它 使 细胞 在 高 浓度 的 溶液 中 暴露 
的 时 间 过 长 而 遭 损伤 ,冷却 速率 越 慢 , 此 损伤 越 大 。 

两 因素 理论 可 以 用 图 3- 2 形象 地 表示 。 由 于 此 两 因素 的 综 
合作 用 ,必然 就 存在 着 某 一 最 佳 冷却 速率 ,对 应 于 低温 保存 的 最 佳 
存活 率 。 

43 


存活 率 


冷却 速率 


图 3-2 低温 损伤 的 两 因素 假说 

对 于 不 同类 型 的 细胞 ,它们 的 最 佳 冷却 速率 可 以 相差 极 大 。 
因为 这 取决 于 水 分 渗透 过 程 是 否 能 跟 得 上 降温 速率 ;取决 于 细胞 
的 表面 积 与 体积 之 比 ,以 及 膜 的 渗透 率 。 一 般 说 来 , 结构 简单 的 
小 细胞 ,如 红细胞 等 ,最 佳 冷却 速率 较 高 ,可 达 103Y /min 或 更 高 ; 
而 结构 复杂 的 大 细胞 ,如 直径 100pm 以 上 的 胚胎 ,其 最 佳 冷却 速 
率 只 有 每 分 钟 零点 几 度 到 几 度 。 所 谓 过 快 冷却 .过 慢 冷却 都 是 相 
对 于 具体 的 细胞 而 言 的 。 例 如 ,10Y Amin 的 冷却 速率 ,对 于 红 细 
胞 就 是 过 慢 冷却 ;而 对 哺乳 类 动物 的 胚胎 保存 , 则 是 过 快 冷却 。 

总 之 ,过 慢 冷却 是 质量 迁移 起 主要 作用 的 过 程 , 水 分 由 胞 内 大 
量 渗 出 ,细胞 剧烈 收缩 ,但 无 胞 内 冰 产 生 ; 而 过 快 冷却 是 传 热 起 主 
要 作用 的 过 程 ,水 分 来 不 及 渗 出 胞 外 ,大 量 胞 内 冰 形 成 。 这 些 情 况 
可 以 形象 地 表达 在 图 3 一 3 中 。 

四 、 复 温 过程 中 细胞 损伤 

与 冷却 过 程 相 比较 , 复 温 过 程 的 研究 显得 薄弱 得 多 。 在 许多 
情况 下 ,细胞 能 在 最 佳 冷却 速率 的 情况 下 降 至 低温 ,然后 长 期 储存 
在 -196Y ,但 却 极 可 能 在 复 温 过 程 中 遭受 损伤 而 死亡 。 复 温 过 程 
中 造成 损伤 的 原因 可 能 有 多 方面 。 如 经 冷冻 后 膜 的 渗透 率 变化 
了 ,可 能 造成 渗透 率 过 大 或 过 小 ,甚至 完全 没有 渗透 功能 。 有 的 细 
胞 虽 渗 透 率 未 变 ,但 却 在 复 温 过 程 中 产生 细胞 溶解 。 严 格 地 讲 , 正 
确 的 复 温 过 程 应 是 冷却 过 程 的 函数 ,应 针对 不 同 的 冷却 过 程 选择 
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图 3-3 过 快 和 过 慢 冷却 的 特点 

不 同 的 复 温 过 程 , 但 人 们 研究 得 还 极 少 。 一 般 建 议 ,如 冷却 过 程 的 
速率 较 快 ,那么 相应 的 复 温 速率 也 要 快 些 , 这 样 可 获得 较 好 的 效 
果 。 在 绝对 值 上 , 复 温 速率 一 般 总 要 比 冷 却 速 率 高 得 多 。 

关于 形成 胞 内 冰 的 过 快 冷却 过 程 及 其 复 温 过 程 ,Mackenzie 和 
Bank 在 70 年 代 就 进行 了 出 色 的 研究 ,其 结论 是 ,在 快速 冷却 中 形 
成 胞 内 冰 本 身 对 细胞 并 非 致命 的 损伤 ,如 果 采 取 快 速 复 温 仍 可 能 
使 细胞 存活 。 但 若 在 复 温 的 过 程 中 ,在 温度 较 高 的 区 域 (如 - 40C 
或 更 高 ) 经 历 较 长 的 时 间 ( 或 进行 慢 速 复 温 ), 则 胞 内 冰 会 产生 再 结 
à (recrystallization) ,而 造成 细胞 的 致命 损伤 。 上 述 结论 至 少 对 酵 
母 细胞 是 正确 的 。 

五 、 造 成 损伤 的 其 他 因素 

除了 冷却 和 复 温 过 程 外 ,还 有 许多 因素 会 造成 细胞 的 损伤 ,这 
里 仅 简 述 其 中 的 几 种 。 

(一 ) 抗 冻 剂 的 种 类 浓度 及 其 加 入 、 取 走 的 方式 
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到 目前 为 止 ,除了 最 简单 的 细菌 及 多 数 其 它 类 型 微生物 以 外 ， 
绝 大 多 数 细胞 的 低温 保存 都 必需 采用 抗 冻 剂 (CPA，cryprotective 
agents) ,如 甘油 .二 甲 亚 砚 、 甲 醇 \ 乙 二 醇 、 二 甲 基 乙 酰胺 、 聚 烯 吡 
酮 (PVP) 、 羟 乙 基 淀粉 (HES) RZA (PEG) MR MASA 
等 。 不 同 的 细胞 要 求 不 同类 型 的 抗 冻 剂 ,而 且 浓 度 也 不 相同 ,至 今 
没 找到 普遍 的 规律 。 

在 冷却 过 程 前 或 在 冷却 过 程 中 , 抗 冻 剂 被 加 和 溶液 ,加 入 的 方 
式 有 一 次 的 ,也 有 分 几 次 的 ;各 次 的 平衡 时 间 、 温 度 也 有 要 求 。 在 
复 温 过 程 中 或 以 后 ,一般 要 将 抗 冻 剂 溶液 稀释 或 取 走 ,以 供 移植 使 
用 。 稀 释 或 取 走 的 方式 有 一 次 或 多 次 的 ,间隔 平衡 时 间 也 有 要 求 。 
对 于 某 些 细胞 , 抗 冻 剂 的 加 入 和 取 走 方式 不 当 会 引起 明显 的 渗透 
压 损伤 ,导致 细胞 的 死亡 。 

(二 ) 过 高 的 储存 温度 

储存 温度 降低 能 延长 细胞 保存 的 期 限 。 从 实用 的 角度 来 说 ， 
一 196 人 已 是 足够 的 了 。 如 果 有 一 80 人 C 以 下 的 低温 冰箱 ,用 于 细胞 
的 短期 保存 也 是 可 以 的 。 但 是 我 们 建议 不 要 采取 一 60 信 以 上 的 低 
温 冰 箱 用 于 活 细 胞 的 低温 保存 ,因为 在 此 温 区 内 ,细胞 内 部 可 能 存 
在 的 极 微 小 冰晶 ,会 产生 再 结晶 ,或 形成 大 的 冰晶 ,或 使 冰 品 在 形 
状 方位 上 产生 变化 ,对 细胞 内 部 的 结构 ,特别 是 对 细胞 膜 产生 损 
伤 , 使 细胞 死亡 。 

(=) 寒冷 损伤 和 冷 休克 

对 于 一 些 生 物体 ,如 某 些 热带 和 温带 植物 ,对 温度 降低 极为 敏 
感 ,虽然 温度 仍 高 于 冰点 ,细胞 内 外 均 无 冰晶 形成 , 仍 会 造成 细胞 
的 损伤 。 这 种 由 于 温度 低 于 正常 温度 所 造成 的 细胞 损伤 被 称 为 寒 
冷 损伤 (chilling injury)。 这 种 损伤 不 是 立即 反应 的 , 它 取决 于 温 
度 的 数值 ,而 与 温度 的 变化 速率 无 关 。 造 成 这 种 损伤 的 机 理 被 认 
为 是 温度 降低 引起 膜 脂肪 相 的 变化 ,从 而 影响 细胞 的 新 陈 代谢 。 

在 温度 高 于 冰点 的 范围 内 ,还 有 一 种 损伤 机 制 被 称 为 冷 休 克 
(cold shock)。 它 对 温度 降低 的 速率 极为 敏感 ,如 公牛 的 精子 就 很 
易 受 冷 休克 的 损伤 。 它 的 特点 是 取决 于 温度 变化 的 速率 ,而 不 是 
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温度 本 身 的 数值 。 它 是 立即 或 很 快 就 反应 出 来 的 。 冷 休克 损伤 的 
机 理 是 由 于 膜 脂肪 相 的 变化 ,改变 了 膜 的 渗透 率 。 


$3.2 溶液 的 冻结 特性 与 细胞 的 损伤 


一 、 水 的 冻结 特性 

(一 ) 降温 曲线 

我 们 将 一 个 内 盛 纯 水 的 容器 (塑料 袋 或 安 施 中 ) 置 于 降温 模 
内 , 当 槽 内 温度 以 等 速 下 降 时 ,温度 变化 情况 如 图 3-4 所 示 。 图 
中 的 虚线 表示 槽 内 温度 , 实 线 表示 水 温 。 纯 水 在 101325Pa( 标 准 
大 气压 ) 下 的 冰点 是 273. ISK (OT ) ,但 在 一 般 情况 下 , 纯 水 只 有 
被 冷却 到 低 于 OC 的 某 一 温度 时 才 开始 冻结 。 这 种 现象 被 称 为 过 
冷 (supercooling)。 开 始 出 现 冰晶 的 温度 与 相 平衡 冻结 温度 之 差 ， 
称 为 过 冷 度 。 


图 3-4 纯 水 的 降温 曲线 
在 过 程 abc 中 ,水 以 释放 显 热 的 方式 降温 。 当 过 冷 到 点 c 时 ， 
由 于 冰晶 开始 形成 ,释放 的 相 变 潜 热 使 样品 的 温度 迅速 地 回升 到 
OC , 即 过 程 cd; 在 过 程 de 中 ,水 在 平衡 的 条 件 下 ,继续 析出 冰晶 ， 
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不 断 释放 大 量 固化 潜 热 。 在 此 阶段 中 ,样品 温度 保持 恒定 的 平衡 
冻结 温度 OT ; 当 全 部 水 被 冻结 后 ,固化 的 样品 以 较 快速 率 降温 。 
这 里 特别 要 指出 ,ef 段 的 降温 速率 可 能 远大 于 模 温 的 下 降 速率 。 
在 生物 细胞 的 低温 保存 中 , 如 何 控制 溶液 固化 后 的 冷却 速率 是 热 
控制 的 一 个 重要 问题 和 难点 。 

(=) 过 冷 和 成 核 

冰晶 的 成 核 (nucleation) 过 程 主要 由 热力 学 条 件 决 定 ,而 冰晶 
的 生长 过 程 主要 由 动力 学 条 件 决定 。 

当 水 处 于 过 冷 态 ( 亚 稳 态 ) 时 ,可 能 以 两 种 形式 形成 冰晶 核心 
( 晶 核 ,nuclei), 即 均匀 成 核 (homogenous nucleation) 和 非 均匀 成 核 
(hiterogenous nucleation) 。 均 匀 成 核 是 指 在 一 个 体系 内 各 处 的 成 
核 几率 均 相等 ,由 于 热 起 伏 ( 或 热 张 落 ) 可 能 使 原子 或 分 子 一 时 聚 
集成 为 新 相 的 集团 (又 称 为 新 相 的 胚芽 ,embryos) , 若 胚芽 大 于 临 
RRT r* 时 成 为 晶 核 。 

非 均匀 成 核 又 称 异 相 成 核 , 是 指 水 在 尘埃 ,容器 表面 及 其 它 异 
相 表 面 等 处 形成 晶 核 。 对 于 均匀 成 核 , 要 求 有 较 大 的 过 冷 度 , 例 
如 ,对 很 纯 的 微小 水 滴 , 已 发 现 到 - 40C 或 更 低 的 温度 还 未 结 冰 。 
对 于 非 均匀 成 核 , 所 要 求 的 过 冷 度 比 均匀 成 核 要 小 得 多 。 对 于 体 
积 较 大 的 水 ,一 般 均 具 有 蜡 相 成 核 的 条 件 ,因此 只 要 温度 比 OK 稍 
低 几 度 就 能 形成 冰晶 核 。 

(三 ) 实际 的 冰晶 形成 生长 过 程 及 其 对 细胞 的 影响 

上 面 讨论 的 情况 是 针对 平衡 状况 的 ,而 实际 的 过 程 是 有 一 定 
的 降温 速率 的 。 若 降温 速率 较 慢 , 则 形成 的 冰晶 核 数目 较 少 ,冰晶 
的 生长 速率 较 快 ,形成 数目 较 少 但 体积 较 大 的 冰晶 ; 若 降 温 速 率 较 
快 , 则 形成 的 冰晶 核 较 多 ,冰晶 生长 受 限制 ,形成 数目 多 而 体积 小 
的 冰晶 。 

在 实际 降温 过 程 中 ,水 或 溶液 中 可 能 出 现 较 大 的 过 冷 度 ,也 可 
能 在 释放 潜 热 后 出 现 很 高 的 冷却 速率 (图 3 一 4 中 的 ef 段 ) ,这 对 

”细胞 保存 是 很 不 利 的 。 因 此 在 低温 保存 的 操作 中 , 常 采取 “ 置 核 ” 
(或 称 “ 种 核 ”,seeding) 的 措施 。 具 体 做 法 是 将 事先 浸入 液 氮 中 的 
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细 丝 取出 , 轻 轻 接触 溶液 的 表面 或 容器 的 表面 ,以 求 在 局 部 点 上 形 
成 大 的 过 冷 度 ,形成 晶 核 ,以 降低 整体 水 或 溶液 的 过 冷 度 。 

在 实际 降温 过 程 中 ,一 些 实验 发 现 生物 细胞 内 的 成 核 温 度 在 
-SC 到 -1SY 范围 内 。 有 人 认为 细胞 内 冰 的 形成 是 基于 异 相 成 
核 的 原因 ,但 Mazur 认为 细胞 内 并 不 存在 有 效 的 晶 核 。Morris 和 
McGrath 认为 细胞 内 的 冰晶 是 由 胞 外 溶液 结晶 而 提供 晶 核 的 。 

尽管 关于 胞 内 冰晶 核 形 成 的 机 理 有 不 同 的 看 法 ,但 关于 胞 内 
冰 形 成 对 细胞 损伤 的 看 法 是 一 致 的 。 由 于 胞 内 冰 在 复 温 过 程 中 一 
般 难 免 要 引起 冰晶 的 再 结晶 ,这 将 对 细胞 产生 致命 的 损伤 。 

一 、 稀 溶液 的 依 数 特性 

两 种 或 多 种 物质 均匀 混合 而 且 彼 此 呈 分 子 状态 分 布 均 可 称 为 
溶液 (solution)。 溶 液 可 以 是 液态 的 ,也 可 以 是 气态 的 或 固态 的 。 
我 们 这 里 讨论 的 是 由 水 和 一 种 或 多 种 物质 组 成 的 液态 溶液 , 且 将 
水 称 为 溶剂 (solvent) ,将 其 他 物质 称 为 溶质 (solute)。 

(一 ) 溶液 组 成 的 几 种 表示 法 

在 低温 生物 技术 中 ,人 们 和 常常 需要 配制 含 多 种 溶质 .不同 浓度 
的 低温 保护 剂 溶液 ,人 们 又 常用 不 同 的 浓度 表示 法 。 因 此 ,首先 要 
了 解 这 些 溶液 浓度 的 不 同 表示 法 ,它们 的 确切 含义 以 及 相互 之 间 
的 转换 关系 。 

(1) 摩尔 分 数 X.(mole fraction, 按 SI 制 ,应 当 确 切 地 称 为 物 
质 的 量 分 数 ) 

溶液 中 某 一 溶质 s 的 摩尔 分 数 被 定义 为 

X。= ms 水 十 Ens)= ns/ng (3-3) 
KF nen Engng 分 别 为 该 种 溶质 的 ,水 的 、 各 种 溶质 的 以 及 
溶液 的 “物质 的 量 ”, 单 位 是 mol; X, 是 无 量 纲 量 。 

( 注 : 按 SI 制 ,mol 是 “物质 的 量 "的 单位 , 若 一 系统 中 所 含 的 基本 单元 数 
与 0.012kg 的 Ciz 的 原子 数目 相等 , 则 该 系统 的 量 为 1mol。) 

(2) 质量 摩尔 浓度 m (molality) 

m= ns/(kgxk) 
EP 1kg 水 (溶剂 ) 中 所 含 某 种 溶质 s 的 摩尔 数 v 单 位 是 .moi/ 
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kgx o 
X 和 m, 关系 是 
X. =n Ang + En) 
= (n Aen) (rx Age) + (En Akg) 


=m /(1/Mx + Em,) 
即 X,=MxtmA1+ Mx*=m,) (3-5) 
RP, Mx 是 水 的 摩尔 质量 ,为 18. 015g/mol = 18. 015 x 1075 
kg/mol。 
对 于 极 稀 的 溶液 
X= mM (3-6) 


(3) 体积 摩尔 浓度 cs (molarity, 8 SI 制 的 命名 ,应 严格 地 被 

称 为 "物质 的 量 浓度 ”) 
cs= ms 人 (溶液 的 体积 ) (3-7) 

一 般 用 单位 mol/L, BI mol/dm*. 

若 已 知 溶液 在 一 定 状态 下 的 密度 p(kg/m), 则 溶液 的 质量 为 
eV, 而 水 和 溶质 的 摩尔 质量 分 别 为 Mx 和 IM.(kg/mol)。 可 以 求 
得 下 列 关系 : 

cs/Xs=p(nxk+En)/(nxk Mk+EnsM) (3-8) 
对 极 稀 溶液 

X=c." Mik/p (3-9) 
和 

m.=c,/p (3-10) 

在 计算 中 要 留意 所 用 的 单位 ,如 Mx 之 18 X10-3kg/mol, 对 
极 稀 溶液 ,px103kg/m 等 。 

(4) 质量 分 数 W,(mass percent) 

质量 分 数 定义 为 该 种 溶质 的 质量 与 溶液 总 质量 之 比值 。- 

Wy ng MA ng Mx + En M.) (3-11) 

(=) PE EY ABE 

我 们 先 讨论 由 水 和 某 种 不 挥发 性 非 电解 质 的 溶质 组 成 的 二 元 
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溶液 ,其 存在 着 下 列 四 种 依 数 性 质 : 
(1) 稀 溶 液 中 水 的 蒸汽 压 px 等 于 纯 水 的 燕 汽 压 ph RAR 
液 中 水 的 摩尔 分 数 Xx ;或 者 可 以 说 ,溶液 中 水 的 蒸汽 压 的 降低 值 
Di 一 水 等 于 纯 水 的 蒸汽 压 ph 乘 以 溶质 的 摩尔 分 数 X。, 即 
bx- Px = Dk Xs (3-12) 
这 个 关系 被 称 为 拉 乌 尔 定律 (Raoult"s Law) o 
(2) 在 相同 的 外 压 下 , 稀 溶液 的 沸点 Tb 要 高 于 纯 水 的 沸点 
TL, 其 沸点 升 高 值 (boiling — point elevation) 正比 于 溶液 的 质量 摩 
尔 浓度 m,, Bl 
AT,= Th- TE= Kym, (3-13) 
Ky=RMx(T2)/r (3-14) 
SUP, Ky 称 为 沸点 升 高 常数 (ebullioscopic constant) ;气体 常数 R 
=8.314J/(K+mol); r, Mx, Te 分 别 是 纯 水 的 摩尔 蒸汽 热 .摩尔 
质量 和 沸点 。M = 18. 1 g/mol; 当 Th=373.15K 时 ,x = 539.0 
kcal[kg=40.6kJMmol, 可 求 得 K,=0.51K(kg/mol) 
(3) 在 相同 的 外 压 下 , 当 温度 降低 时 ,若水 和 溶质 不 生成 固 溶 
体 ,而 且 生成 的 固态 不 是 纯 冰 , 则 稀 溶 液 中 水 的 冰点 Ti 要 低 于 纯 
水 的 冰点 T ,其 冰点 的 降低 值 (freezing point depression) iE H F% 
液 的 质量 摩尔 数 , 即 
AT;= TY- Tt= Kr ms (3-15) 
Ki= RMx(T?)*/L, (3-16) 
式 中 , Kt 称 为 凝固 点 降低 常数 (Cryoscopic constant); Ly 为 冰 在 
了 温度 下 的 摩尔 融化 热 。 当 TP = 273. 15K Bt, Li = 6.003kJ/ 
mol, 可 得 出 Ki=1.86K(kg/mol)。 
稀 溶液 的 上 述 性 质 ,包括 后 面 将 要 讨论 的 渗透 压 , 称 为 稀 溶液 
的 依 数 性 质 (colligative properties)。 当 溶剂 的 种 类 和 数量 确定 后 > 
这 些 性 质 只 取决 于 所 含 溶质 分 子 的 数目 ,而 与 溶质 的 本 性 无 关 。 
(=) 实际 水 溶液 的 冰点 降低 性 质 
对 于 理想 的 由 非 电解 质 溶质 构成 的 稀 溶液 ,实验 已 表明 其 冰 
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点 降低 正比 于 溶液 的 质量 摩尔 浓度 m, 即 式 (3- 15$)。 若 溶质 是 
电解 质 , 它 可 能 部 分 或 全 部 离 解 成 正 、 负 离子 团 。 离 解 后 , 正 离子 
团 、 负 离子 团 以 及 未 离 解 的 分 子 , 均 能 以 相当 于 理想 非 电 解 质 溶质 
分 子 那样 的 方式 ,对 溶液 的 冰点 降低 起 作用 。 

对 于 溶液 的 非 理 想 性 对 蒸汽 压 的 影响 ,常用 活 度 (activity) 和 
活 度 系数 (activity coefficient) 来 考虑 。 

对 于 非 理想 溶液 的 冰点 降低 的 影响 ,许多 人 习惯 用 渗 摩尔 浓 
度 (osmolality) 来 表示 ,即使 对 非 理想 的 电解 质 溶液 ,也 直接 运用 
下 式 表 示 冰 点 下 降 的 性 质 

AT;=K,Q (3-17) 

这 里 ,Kf 与 式 (3- 15) 相 同 ; 而 .2 是 质量 渗 摩尔 浓度 (osmolality)。 
非 理想 溶液 的 渗 摩尔 数 (osmol) 数 值 上 等 于 能 起 到 相同 AT 效果 
的 理想 稀 溶液 中 的 质量 摩尔 浓度 。 而 0 与 溶液 的 实际 M, 之 比 ， 
被 称 为 渗透 系数 (osmotic coefficient) 。 

三 、 二 元 溶液 的 冻结 特性 

现 以 含 NaCl 的 水 溶液 为 例 , 说 明 冻 结 过 程 中 溶液 的 温度 和 
浓度 变化 关系 。 图 3- 5 示 出 的 是 NaCl+ HzO 二 元 溶液 相 图 的 左 
半 部 分 ( 即 低 浓 度 部 分 ), A 点 代表 在 一 个 物理 气压 下 纯 水 的 冰 
点 , 即 273.15K; E 是 共 熔 点 (eutectic point), 是 液 相 和 二 种 固 相 
的 三 相 共 存 点 ;曲线 AE 就 反映 了 溶液 的 冰点 降低 的 性 质 。 现 在 
来 看 溶液 的 冻结 曲线 。 设 溶液 的 初始 浓度 为 Wi, 由 室温 T, F 
始 被 冷却 ,在 液 相 区 ,其 温度 降低 ,但 浓度 不 变 , 即 沿 垂直 线 aib 
下 行 。 当 温度 降 到 Tu 时 (Tu< Ta, 其 差 值 取 决 于 溶液 的 初始 质 
量 摩 尔 浓度 ) ,溶液 中 开始 析出 固 相 的 冰 , 从 此 体系 的 物 系 点 就 进 
AT ABE 的 固 液 两 相 共 存 区 。 固 相 冰 的 状态 用 AB 线 (浓度 为 
0) 上 的 点 来 表示 ,如 b 点 的 冰点 温度 就 是 Tb1; 液 相 的 状态 由 AE 
线 上 的 点 表示 。 对 两 相 共存 的 体系 进行 降温 ,由 于 固 相 冰 的 不 断 
析出 ,使 剩余 的 液 相 溶液 的 浓度 不 断 提高 ,冰点 不 断 降低 ,直至 共 
熔点 下 后 ,全 部 剩余 的 液 相 成 固态 ,成 为 共 熔 体 。 

若 在 室温 Tu 下 ,溶液 的 初始 浓度 由 Wi 提高 到 W, MAA 
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中 液 相 部 分 的 状态 变化 就 沿 着 azbzE 的 曲线 进行 。 

上 述 讨论 的 是 在 一 般 的 降温 速率 时 所 发 生 的 平均 冻结 情况 。 
如 果 初 始 浓度 较 大 , 且 降 温 速 率 极 高 ,溶液 来 不 及 析出 冰 , 溶 液 温 
度 被 降 至 低 于 Tb, 甚至 低 于 TE, 就 会 使 全 部 溶液 非 晶 态 固 化 。 我 
们 将 在 $3.5 详细 讨论 这 个 问题 。 

溶液 和 生物 样品 被 冷冻 到 任 一 温度 时 ,未 冻 水 份额 的 估算 可 
按 下 列 方法 进行 ， 

由 图 3- 或 冰点 降低 公式 (3-15)、(3- 17) 可 以 看 出 , 当 溶 
液 被 冷却 至 低 于 冰点 的 任 一 温度 时 ,其 液 相 部 分 的 质量 摩尔 浓度 
ms, 或 质量 渗 摩尔 浓度 是 可 以 求 得 的 ,再 根据 溶液 未 冻 前 的 初始 
浓度 的 值 ,就 可 以 求 得 此 时 未 冻 水 的 份额 。 


Wi We 


Ai 


L 


质量 百分数 Ws 


图 3-5 NaCl 水 溶液 的 冻结 曲线 
3 一 6 示 出 两 种 计算 曲线 , 曲线 A 是 对 初始 浓度 为 
300milliosmolar 的 溶液 ( 即 相当 于 ms= 0.3mol/kgx 的 理想 稀 溶 
液 ), 对 应 的 是 人 的 红细胞 的 情况 ; 曲线 B 是 对 初始 浓度 为 
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20milliosmolar 的 溶液 ( 即 相当 于 m, = 0.02molkgg BY FE AB RE 
液 ), 对 应 的 是 海藻 细胞 的 情况 。 
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未 冻 水 份额 (%， 


0 
273.15 268. 15 263.15 258. 15 
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图 3-6 溶液 中 未 并 水 的 份额 与 温度 和 初始 浓度 的 关系 

降 至 某 一 温度 时 ,未 冻 水 的 份额 与 溶液 的 初始 浓度 有 较 大 的 
关系 ,高 的 初始 浓度 能 获得 较 大 的 未 冻 水 份额 。 对 于 生物 样品 , 初 
始 浓度 一 般 都 很 低 , 因 此 在 稍 低 于 OC 的 情况 下 ,已 使 绝 大 部 分 水 
冻结 成 冰 。 例 如 , 当 温度 降 至 - SC 时 ,海藻 细胞 内 的 未 冻 水 份额 
已 小 于 1%; 红 细胞 内 未 冻 水 份额 也 只 有 10% 左 右 。 

四 、 融 化 过 程 的 特点 

融化 过 程 的 作用 是 将 已 冻结 的 细胞 .组织 复 温 ,力求 使 之 恢复 
到 原先 未 冻结 前 的 状态 。 虽 然 它 是 冻结 过 程 的 反 过 程 ,但 融化 过 程 
的 温度 控制 却 比 冻结 过 程 要 困难 得 多 ,也 很 难 达到 高 的 复 温 速率 。 

融化 过 程 的 操作 ,一 般 是 将 被 冻结 的 组 织 或 样品 放 在 水 槽 中 ， 
控制 槽 的 温度 、 供 热 速率 ,从 而 控制 样品 的 融化 过 程 。 在 融化 过 程 
中 ,样品 的 外 层 首先 被 融化 , 供 热 过 程 必须 先 通 过 这 个 液体 层 ;而 
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在 冻结 过 程 中 ,样品 外 层 首先 被 冻结 , 吸 热 过 程 通过 的 是 这 个 冻结 
层 。 表 3 一 1 列 出 冰 和 水 的 某 些 热 物理 数据 , 冰 的 比 热 只 有 水 的 一 
半 , 导 热 系数 却 为 水 的 4 倍 ,而 导 温 系数 却 为 水 的 8.6 倍 。 因 此 ， 
冻结 过 程 的 传 热 条 件 要 比 融 化 过 程 好 得 多 ,在 融化 过 程 中 ,很 难 达 


到 高 的 复 温 速率 。 
表 3-1 水 和 冰 的 某 些 热 物性 的 比较 
密度 | 比 热 导热 系数 | ” 导 温 系数 
(kgm?) | [DIAkeK)] | [WAm-K)]| (m/s) 


冰 917 2120 224 11.5x1077 
水 999.87 4217.7 0.561 1.331077 


此 外 ,在 冻结 过 程 中 ,人 们 可 以 将 槽 温 降 得 很 低 ,以 增 大 它 与 
样品 的 温度 差 来 加 强 传 热 , 提 高 冷却 速率 。 可 是 在 融化 过 程 中 ,村 
温 却 受到 生物 样品 的 限制 ,一 般 不 得 高 于 36 一 42C ,否则 将 导致 
细胞 死亡 。 所 以 ,融化 过 程 的 热 控 制 要 比 冻结 过 程 更 为 困难 。 

用 微波 技术 进行 冻结 材料 的 复 温 也 是 人 们 曾经 试 过 的 一 种 方 
法 , 它 的 加 热 是 内 部 加 热 ,可 望 得 到 较 高 的 复 温 速率 和 较 均匀 的 温 
度 分 布 。 但 它 也 有 自己 的 问题 。 如 微波 功率 透 经 冻结 样品 时 的 剧 
烈 的 衰减 活 细胞 对 最 高 温度 的 限制 .微波 场 内 样品 温度 的 测量 和 
微波 功率 的 控制 等 。 目 前 ,微波 用 于 低温 保存 的 生物 体 的 复 温 并 
不 多 见 。 

五 、 冻 结 和 融化 过 程 中 的 渗透 现象 

在 一 般 情 况 下 ,无论 在 体内 或 体外 ,细胞 内 溶液 的 浓度 总 要 和 
细胞 外 溶液 的 浓度 基本 相同 , 即 保持 内 外 等 渗 的 条 件 。 但 在 冻结 
过 程 中 , 当 胞 外 溶液 中 的 水 分 开始 冻结 成 冰 , 胞 外 液 相 溶液 的 浓度 
升 高 ,高 于 胞 内 溶液 的 浓度 。 此 时 胞 内 水 分 就 向 胞 外 渗透 ,达到 新 
平衡 的 趋势 。 这 一 渗透 过 程 使 溶液 浓度 增 大 细胞 体积 缩小 。 

”假定 细胞 膜 是 一 种 可 让 水 分 子 自 由 通过 ,而 不 允许 溶质 分 子 
通过 的 半 透 膜 , 当 膜 内 外 存在 浓度 差 时 ,就 要 产生 水 分 子 通 过 细胞 
膜 的 渗透 。 对 此 情况 ,我 们 可 以 在 浓度 高 的 一 侧 增 大 压力 ,以 使 两 
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侧 的 化 学 势 相等 而 达到 平衡 ,阻止 渗透 。 当 膜 一 侧 为 溶液 . 另 一 侧 
为 纯 水 时 ,加 在 溶液 侧 的 这 个 额外 的 压力 就 被 定义 为 溶质 的 渗透 
Æ I (osmotic pressure)。 因 此 ,只 要 浓度 不 为 零 ,渗透 压 总 是 存在 
的 ,浓度 越 高 ,渗透 压 越 大 。 
对 于 理想 稀 溶液 ,渗透 压 也 是 一 个 依 数 性 质 ,可 以 证 明 渗透 压 
为 
HI=RTX/VS. (3-18) 
式 中 , V 是 纯 水 的 摩尔 体积 , 约 为 18x 10 3Mmol; 气体 常数 R= 
8.314J 人 K'mol;T 为 绝对 温度 ,K;X、 为 溶质 的 摩尔 分 数 浓度 。 
按 定义 ,X.= nsA(ns+n 水 ); 对 稀 溶 液 , 可 以 近似 为 X.= n 
2 水 ,而 nx’ Vk 就 是 溶液 中 水 的 体积 V ,这 样式 (3 一 18) 可 以 改 
写成 
Vk=n.° RT (3-19) 
这 个 关系 式 被 称 为 Vant Haff 方程 。 它 和 理想 气体 的 状态 方程 
式 具有 完全 相同 的 形式 。 渗 透 压 是 状态 参数 。 
由 于 ms=ns/kg 水 ,所 以 式 (3 一 19) 可 以 改写 成 
I= Kom, (3-20) 
即 渗透 压 正比 于 溶质 的 质量 摩尔 浓度 m,。K。 称 为 渗透 压 常 数 
(osmotic pressure constant)。 对 于 37 的 水 ， 
K „œ =25. 4atm/molality = 2.54 x 10°Pa/molality 
这 意味 着 只 要 有 很 少量 的 溶质 ,就 能 使 溶液 具有 很 高 的 渗透 压力 。 
在 单位 时 间 内 ,由 细胞 膜 的 单位 面积 上 渗透 出 来 的 水 流 率 J x 
可 以 表示 为 
J = px CIS - I’) (3-21) 
RP, IT! 分 别 为 膜 外 和 膜 内 的 渗透 压 ; px 是 细胞 膜 的 水 渗透 
Æ (water permeability of cell membrame) ,是 个 唯 象 系数 ,常用 单位 
是 pm} (pm? + mins atm). 
水 渗透 所 引起 的 细胞 内 水 量 减少 和 细胞 体积 的 降低 可 表达 为 
Jx= - C/A) (dp, /dt) = — (1/A)(dVq/dt) 
(3-22) 
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式 中 ,A 代表 细胞 的 表面 积 ;: 代表 时 间 。 
联 立 上 述 两 式 , 即 得 
dV /dt = px A(T- I°) (3-23) 
此 式 可 以 用 来 反映 在 冻结 过 程 中 ,由 于 胞 外 冰 的 形成 和 增多 ， 
使 胞 内 外 渗透 压 不 同 ,从 而 引起 细胞 体积 变化 的 情况 。 


$3.3 低温 保护 剂 和 保存 液 


除了 极 简单 的 病毒 .细菌 等 外 ,一 般 的 生物 体 在 没有 添加 抗 冻 
剂 的 情况 下 经 历 低温 后 是 很 难 存活 下 来 的 。 所 以 ,生物 体 的 低温 
保存 是 离 不 开 抗 冻 剂 的 。 合理 地 选择 低温 保护 剂 (cryoprotective 
agent,CPA) 和 配制 合适 的 保存 液 ,对 低温 保存 至 关 重要 。 

一 、 低 温 保 护 剂 ( 抗 冻 剂 ) 

到 目前 为 止 ,人 们 发 现 的 抗 冻 剂 不 下 数 十 种 。 按 其 是 否 能 渗 
透 到 细胞 内 ,可 将 抗 冻 剂 分 为 渗透 型 和 非 渗 透 型 两 种 。 

(一 ) 渗透 型 抗 冻 剂 

常用 的 渗透 型 抗 冻 剂 有 甘油 、 二 甲 亚 砚 (DMSO)、 乙 二 醇 
(EG) .乙酰 胺 、 丙 二 醇 (PG) 等 。 此 类 抗 冻 剂 多 属 低 分 子 中 性 物 
质 , 在 溶液 中 易 结合 水 分 子 ,发 生 水 合作 用 ,使 溶液 的 粘性 增加 ,从 
而 弱化 了 水 的 结晶 过 程 , 达 到 了 保护 的 目的 。 但 其 使 用 浓度 ,渗入 
细胞 的 能 力 ,对 水 分 子 活性 的 影响 等 各 不 相同 ,如 甘油 适 于 慢 速 冷 
却 用 ,而 DMSO 却 易于 渗入 细胞 ,并 在 常温 下 稍 有 毒性 。 冷 却 时 
加 入 此 类 抗 冻 剂 ,将 发 生 如 下 变化 :冲淡 溶液 中 溶质 ( 盐 ) 浓 度 ， 
细胞 摄 和 人 盐 量 减 少 , 由 抗 冻 剂 替代 ; @ 抗 冻 剂 进入 细胞 , 改变 了 
胞 内 过 冷 状态 , 使 胞 内 压 接近 胞 外 压 , 降低 了 细胞 脱水 皱 缩 程度 
和 速度 ; @) 抗 冻 剂 进出 细胞 容易 ,缓解 了 水 浴 复 温 时 渗透 性 肿胀 
引起 的 损伤 。 

(=) 非 渗透 型 抗 冻 剂 

常用 的 非 渗 透 型 抗 冻 剂 有 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 (polyvingyl pyrolli- 
done, PVP) . REH (sucrose) , #38 Bë ( 右 旋 糖 醋 , dextrane), R Z Z 
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R (polyethylene glycol, PEG)\ 白 蛋白 (albumin)、 羟 己基 淀粉 (hy- 
droxyethyl starch, HES) 等 。 这 类 物质 能 溶 于 水 ,但 不 能 进入 细 
胞 , 它 使 溶液 旺 过 冷 状态 , 即 可 在 特定 温度 下 降低 溶质 (电解 质 ) 浓 
度 ,从 而 起 到 保护 作用 。 慢 速 冷却 时 , 芒 糖 可 降低 胞 外 溶液 的 溶质 
浓度 ,减少 了 阳离子 进入 细胞 的 数量 ;快速 冷却 时 ,由 于 抗 冻 液 中 
有 蔗糖 , 胞 内 水 分 已 部 分 渗 出 ,缓解 了 胞 内 结 冰 人 情况 。 所 以 ,此 类 
抗 冻 剂 对 快速 , 慢 速 冷却 均 有 保护 效果 。 

此 外 ,高 分 子 抗 冻 剂 如 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 . 葡 聚 糖 . 白 蛋 白 等 由 
于 分 子 量 大 , 克 分 子 浓度 低 ,对 溶剂 的 活性 作用 就 很 小 。 如 PVP, 
慢 速 冷却 时 , 它 能 降低 溶液 中 低 分 子 溶质 (电解 质 ) 浓 度 , 减轻 盐 
害 ;快速 冷却 时 ,由 于 克 分 子 浓 度 低 , 对 细胞 脱水 影响 小 ,不 改变 胞 
内 结 冰 状况 ,因而 快 冻 时 无 保护 作用 。 

实际 上 ,由 于 单一 抗 冻 剂 各 有 优 缺 点 ,不 能 满足 生物 材料 的 冷 
冻 保 存 的 多 方面 要 求 ,所 以 抗 冻 剂 一 般 都 是 按 一 定 配方 混合 使 用 
的 ,以 取长补短 。 如 VSI 由 20.5% (W/V)DMSO,15.5% (W/ 
V) 乙 酰胺 .10% (W/V) 1,2- = .6% (W/V) RZ — AA 
良 的 Dulbecco 盐 溶液 组 成 。 

二 、 保 存 液 

为 了 保持 离 体 细胞 .组织 和 器 官 的 活力 ,延长 其 寿命 ,提供 其 
所 需 的 营养 和 生活 环境 ,人 们 模拟 其 体液 或 胞 内 液 ,配制 了 各 种 各 
样 的 保存 液 。 此 外 ,在 低温 冷冻 前 的 预 处 理 中 ,还 常常 用 保存 液 稀 
释 抗 冻 剂 ,形成 所 需 的 抗 冻 液 浓度 。 所 以 保存 液 的 配制 ,以 及 所 需 
注意 的 事项 ,也 是 人 们 关心 的 问题 之 一 。 

(一 ) 保存 液 的 组 成 

保存 液 的 组 成 , 因 各 种 细胞 、 组 织 和 器 官 的 特点 而 不 同 ,但 仍 
可 分 为 以 下 几 种 : 

O 电解 质 平衡 盐 溶 液 ,包括 仿 胞 内 型 溶液 和 仿 胞 外 型 溶液 。 
这 些 溶 液 中 含有 不 同 的 NaCl, KCL MgSO, , CaCh 、NaHCO、 
KH,PO, 等 ,典型 的 有 Ringer’ s\Hank’s,Earle’s 等 配方 。 

© 高 渗 溶 液 ,一 般 选 用 葡萄 糖 HEM .蔗糖 等 作为 高 渗 剂 。 
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这 种 溶液 用 于 慢 冻 预 处 理 ,可 降低 盐 浓 度 ; 用 于 快 冻 预 处 理 , 使 细 
胞 脱水 ,从 而 可 缓解 胞 内 结 冰 的 不 利 情况 。 

@ BRR, SASHRKWAMAER BERK, GES, 
常用 的 有 TC199 .1640 \Earles.Hams Fi> 等 溶液 。 

此 外 , 为 了 防止 细菌 繁殖 ,有 时 需 添 加 抗生素 ,如 青霉素 、 链 
霉 素 . 卡 那 霉 素 . 庆 大 霉 素 或 某 几 种 的 混合 物 。 

(二 ) 配制 保存 液 时 的 注意 事项 

如 上 所 述 ,配制 保存 液 的 目的 是 给 离 体 细胞 组织 和 器 官 提供 

-个 富有 营养 的 适宜 环境 ,所 以 配制 时 应 注意 以 下 几 点 : 

(1) 溶液 的 等 渗 度 ”保存 液 不 一 定 等 渗 , 但 应 接近 等 渗 ,使 细 
胞 膜 两 侧 的 渗透 压 相同 或 相近 ,以 有 利于 保护 细胞 的 正常 结构 不 
受 损害 。 

(2) 溶液 的 pH 虽然 有 机 体 和 细胞 可 经 受 其 外 环境 pH 较 大 
的 变化 ,但 细胞 内 的 代谢 对 pH 却 很 敏感 。 大 多 数 细胞 内 的 代谢 
REE pH 接近 中 性 的 条 件 下 ， 此 时 各 种 生化 代谢 、 反 应 代谢 、 反 
应 速度 最 大 。 

(3) 抗 凝 剂 ”分 化 学 药品 和 生物 制剂 两 种 。 化 学 药品 抗 凝 剂 
多 采用 钙 结合 剂 , 如 EDTA - Na 的 结合 力 很 强 , 每 500ml 全 血 用 
1.36% 的 EDTA- Na, 溶液 30ml 即 可 ;而 枸 橡 酸 纳 与 钙 的 结合 力 
较 弱 ,每 500ml 全 血 需 2 一 3g。 化 学 药品 抗 凝 剂 主要 用 于 红细胞 
和 上 骨髓 细胞 的 保存 。 生 物 制剂 常用 的 是 肝素 ,为 一 种 酸性 粘 多 糖 。 
它 是 通过 阻止 凝血 酶 的 生成 而 达到 抗 凝 目的 ，10mg 可 使 100ml 
血液 数 天 不 凝固 , 它 主 要 用 于 白细胞 和 血小板 的 分 离 和 保存 ,其 
缺点 是 抗 凝 能 力 有 一 定 的 时 间 限 制 。 


$3.4 三 元 溶液 的 相 图 及 其 在 
低温 生物 学 中 的 应 用 
一 、 二 元 系统 的 固 液 平衡 相 图 
关于 相 平 衡 的 Gibbs 相 律 给 出 
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f=2t+C-P (3-24) 
At, /为 系统 的 自由 度数 ;C 为 系统 的 组 分 ;P 为 系统 的 相 数 。 

在 研究 固 液 平 衔 系 统 时 ,如 果 外 压 大 于 系统 的 蒸汽 压 , 蒸 汽 相 
就 不 复 存 在 。 这 种 只 有 固 相 , 液 相 而 没有 气相 的 系统 , 称 之 为 凝聚 
系统 。 对 于 由 二 个 组 分 组 成 的 凝聚 系统 ,在 二 相 平衡 时 ,只 有 二 个 
自由 度 。 在 通常 的 压力 范围 内 ,压力 对 凝聚 系统 的 影响 甚 微 , 故 一 
般 只 需 研 究 常 压 下 的 温度 -浓度 的 平衡 相 图 。 溶 液 在 冷却 过 程 中 
可 以 得 到 一 种 或 多 种 固 相 ,它们 在 成 分 上 是 不 同 的 ,而 且 绝 大 多 数 
固 相 之 间 是 不 相 溶 的 。 

固 液 平衡 相 图 是 通过 实验 方法 测 得 的 。 测 量 冷却 固化 过 程 或 
复 温 融 化 过 程 中 温度 随时 间 变 化 的 曲线 ,观察 是 否 有 新 的 相 出 现 。 
常用 的 测量 方法 是 差 热 分 析 术 DTA (differential thermal analvsis) 
和 差 示 扫描 量 热 术 DSC(differential scanning calorimetry) o 

二 元 溶液 的 相 图 ,有 的 较为 简单 ,可 分 为 下 列 几 种 基本 类 型 ; 

O 生成 简单 的 低 共 溶 混合 物 。 

© 二 种 组 分 可 能 生成 一 种 新 的 化 合 物 ,这 种 化 合 物 的 化 学 组 
成 不 随 温度 和 压力 变化 。 

© 生成 固溶体 (solid solutions) 。 

低温 生物 学 中 常用 的 二 元 溶液 的 相 图 ,有 的 相当 复杂 ,但 是 也 
不 外 乎 由 上 述 几 种 简单 类 型 的 相 图 挤 接 而 成 。 图 3- 7 给 出 了 
NaClHzO 的 相 图 。 

现 以 NaCl-H,O 系统 加 以 说 明 。 在 生物 、 医 学 中 常用 的 “生理 
盐水 "是 含 0.85% 一 0.9% NaCl 的 溶液 ,以 使 其 渗透 压 和 人 或 哺 
乳 类 动物 的 血浆 的 渗透 压 相近 。 对 于 0.85% 的 盐水 溶液 ,其 冰点 
约 为 -0.55C。 若 盐水 溶液 的 初始 浓度 <<22.4% ,此 溶液 被 冷却 
到 一 定 温度 时 开始 析出 固 相 的 冰 , 这 一 温度 被 称 为 溶液 的 冰点 (图 
中 的 N 点 )。 随 着 溶液 浓度 的 增加 ,溶液 的 冰点 将 降低 。 

由 于 冰 中 氢 键 的 特点 , 冰 对 溶质 材料 几乎 没有 固体 可 溶性 , 亦 
即 固 相 中 只 有 纯 冰 ,而 没有 Na; 而 液 相 中 的 NaCl 浓度 将 增加 , 随 
着 温度 降低 而 沿 着 图 3 一 7 PR NB 变化 。 当 系统 冷却 到 点 O( 其 
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相应 的 温度 为 ~ 21.2, BR Be KH AYE ih HE) ,此 时 液 相 
的 状态 已 到 B 点 (相应 的 质量 分 数 为 22.4% ); 当 温度 低 于 共 晶 温 
度 后 ,系统 中 就 开始 出 现 第 二 种 固 相 NaCl*2H20, 并 和 冰 共 存 。 
温度 为 -21.2C ,浓度 为 22.4% 的 状态 称 为 盐水 溶液 的 共 晶 点 。 
如 果 溶 液 的 初始 浓度 大 于 22.4% , 当 溶 液 冷 却 时 ,首先 析出 的 固 
个 就 不 再 是 冰 ,而 是 NaCl-2H2O 或 NaCl. 


温度 (°C) 


0 20 40 080 100 
Wi(%) NaCl 
图 3-7 NaClH,O 二 元 系统 的 相 图 

二 、 三 元 系统 的 固 液 相 平衡 
图 3-8 给 出 三 元 溶液 固 液 平衡 的 三 维 相 空 间 的 示意 图 。 这 
个 相 空间 是 一 个 底面 为 等 边 三 角形 的 直 柱 体 ,其 垂直 坐标 为 温度 。 
底面 三 角形 的 三 个 顶点 分 别 代表 三 个 纯 的 组 分 ,如 A 为 100% 的 
NaCl, B 为 100% 的 CPA,C 为 100% 的 HHO。 由 NaCl-H,O 二 元 
系统 的 相 图 (图 3- 7) 可 以 看 出 ,估计 低温 生物 学 应 用 的 实际 三 元 
溶液 的 相 图 比 所 示 的 要 复杂 得 多 ,而 且 三 元 溶液 中 还 会 出 现 许多 
在 二 元 溶液 中 难以 预料 的 相 效 应 。 在 这 里 ,我 们 仅 利 用 图 3 一 8 来 
形象 地 说 明 一 些 基本 关系 ,而 且 根据 低温 生物 学 目前 研究 的 需要 ， 
我 们 只 讨论 含 HO 量 较 高 的 区 域 ( 富 水 区 ), 亦 即 近 C 点 的 情况 。 
在 图 3 一 8 中 ,我 们 假设 三 个 固 相 之 间 是 互相 不 相 溶 的 。 实 际 情况 
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也 是 这 样 , 在 CPA-NaCl-H2O 三 元 系统 中 出 现 的 多 种 固 相 都 是 互 
不 相 溶 或 极 少 相 溶 的 ， 


图 3-8 CPA-NaClH,O 系统 的 固 液 平衡 相 空 间 的 示意 图 

现在 我 们 来 讨论 图 3-9 中 相 平衡 面 所 对 应 的 温度 和 组 分 之 
间 的 关系 。 对 于 三 组 分 系统 , 根据 相 律 自由 度 =5- 书 ,实际 已 
证 明 , 只 要 压力 不 是 太 高 或 太 低 ,压力 的 影响 是 很 小 的 , 所 以 在 常 
压 附近 f=4-P. 

在 全 液 相 区 ,P=1,f=3, 即 有 三 个 自由 度 ,它们 可 以 是 温度 
T 和 两 个 组 分 的 浓度 ,如 W 和 W,。 在 液 固 两 相 平 衡 区 ,P=2， 
了 =2, 即 有 两 个 自由 度 。 它 们 可 以 是 温度 全 和 某 一 组 分 的 浓度 。 
这 种 两 相 共存 的 表面 ,如 图 中 的 曲面 1234、2673、3754 等 ,被 称 为 
一 重 饱 和 表面 (surface of onefold saturation)。 图 中 的 线 23 是 液 相 
和 两 个 固 相 共 存 的 状态 (f=1) ,被 称 为 二 重 饱 和 线 (line of twofold 
saturation) 。 同 样 , 线 34,8 37 也 都 是 二 重 饱 和 线 。 而 在 点 3, 液 
相 和 三 个 固 相 相 平衡 (f=0)。 

此 图 也 示 出 了 溶液 冷却 时 其 组 分 随 温度 的 变化 情况 。 设 溶液 
的 初始 温度 为 To, 初 始 浓度 为 W, WP 和 W 分 别 代 表 Nach 
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HO 和 CPA 的 质量 分 数 浓度 ,显然 存在 着 关系 W+ Wht W= 
1。 当 温度 降 至 T 时 ,开始 出 现 第 一 种 固 相 ( 冰 ); 然后 沿 着 一 重 
饱和 面 1234 EE 7”, 在 此 点 上 和 二 重 饱 和 线 23 相交 ,出 现 第 二 
种 固 相 ; 再 沿 着 二 重 饱 和 线 23 降 至 3, 在 此 点 上 出 现 第 三 种 固 相 。 

曲线 TT 有 其 特殊 的 变化 规律 ,因为 在 一 重 饱 和 面 1234 上 
析出 的 固 相 只 含 冰 而 不 含 其 他 组 分 ,因此 在 由 TEE T OTE 
中 ,虽然 未 冻 液 相 中 的 CPA 和 NaCl 的 浓度 都 在 增加 ,但 它们 的 比 
例 却 保持 不 变 ,我 们 令 其 为 R, 即 

R = Wcepa/ Wya = const. (3-25) 

从 底面 三 角形 ABC 来 看 ,降温 曲线 T T AY BL DRTE R BD 
CXR 上 ,其 组 分 的 浓度 很 容易 由 底面 三 角形 来 确定 。 这 个 三 角形 
又 被 称 为 浓度 三 角形 ,只 要 知道 某 状态 在 此 三 角形 的 投影 P, 由 点 
P 作 三 条 与 三 边 平行 的 线 , 就 可 以 在 各 边 上 读 出 各 组 分 的 浓度 。 
图 3-9 给 出 浓度 三 角形 图 ,其 三 个 顶点 分 别 代表 三 种 纯 组 分 ,而 
在 它 的 边 上 均匀 地 分 度 该 组 分 的 浓度 。 


HazO 


CPA 80 60 40 20 
—— W% CPA 


图 3-9 三 元 系统 的 浓度 三 角形 
、 三 元 系统 富 水 区 的 平面 图 
和 二 元 系统 一 样 ,三 元 系统 的 相 图 也 是 利用 DTA 或 DSC 通 
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重 饱 和 温度 (°C) 


100 80 60 40 20 
W, %) H20 


[3-10 ”甘油 -NaCl-HsO 〇 系统 一 重 饱 和 面 的 平面 相 图 


- 重 饱和 温度 (C) 


-70 a 1 + 
100 90 80 70 66 50 40 
Wal %)H20 


3-11 DMSO-NaCl-HsO 系 统一 重 饱 和 面 的 平面 相 图 


过 试验 而 获得 的 。70 年 代 中 期 ,美国 Duke 大 学 工学 院 Cocks & 
授 指 导 的 两 名 博士 生 Goldston 和 Hildebrandt 分 别 对 甘油 -HEO 和 
DMSO-NaCl-H2O 〇 的 一 重 饱和 温度 和 玻璃 化 转变 温度 进行 了 实验 
测定 。 试 验 的 基本 方法 是 先 将 溶液 试 样 从 室温 快速 冷却 (25C / 
min) 降 至 - 196Y ,然后 以 ST /min 的 速率 复 温 到 + 25 ,测量 复 
温 过 程 中 的 放 热 - 吸 热 曲线 ,由 曲线 的 峰值 谷 值 等 计算 出 各 种 相 
变 所 对 应 的 温度 。 
在 低温 生物 学 中 ,人 们 目前 最 关心 的 是 富 水 区 一 重 饱和 面 上 
的 变化 。 为 了 便于 分 析 和 使 用 , 人们 将 发 生 一 重 饱 和 时 的 温度 和 
各 组 分 浓度 的 关系 , 绘 在 平面 图 上 ,构成 一 重 饱 和 面 的 平面 相 图 ， 
如 图 3 一 10 和 图 3 一 11 所 示 。 在 此 两 图 中 , 纵 坐 标 是 一 重 饱 和 温 
度 , 即 溶液 中 开始 出 现 冰 的 温度 ; 横 坐 标 是 HO 的 含量 Wi; 而 以 
CPA 浓度 与 NaCl 浓度 之 比 R 作为 参 变量 ， 根 据 T 和 尺 , 可 以 查 
得 溶液 中 水 的 质量 份 数 Wh。 而 知道 了 W, 和 R, 就 可 方便 地 计 “ 
算出 W.M Wo 
四 、 一 重 饱 和 温度 的 计算 
80 年 代 ,PeggD.E. 将 上 述 实验 数据 整理 成 近似 的 计算 公式 。 
(1) 对 于 甘油 -NaClL-HO 三 元 系统 ,一 重 饱 和 温度 T 和 溶质 
的 总 浓度 Wt 以 及 R 之 间 的 关系 为 : | 
T=A(100W7) + B(100W;,)? (3-26) 
式 中 A=(-1.6-1.27R-0.25R2)~!; 
B=0.01; 
Wr= Wy+ We=1- Was 
R=W,/Wy. 
(2) Xt = AH (DMSO)-NaCl-H.O 三 元 系统 ,一 重 饱 和 温 
BE 了 和 溶质 的 总 浓度 WT 以 及 RR 之 间 的 关系 为 : 
T=A(100 W7) + B(100W7)? + C(100W7)? (3-27) 
AP A= 一 0.6+0.17arctg(R); 
B= se R2) -0.01; 
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C= -4.5x1074; 
Wr= Wy + Wp=1- Wai 
R= Wp/Ww。 
根据 式 (3 一 26) 和 式 (3 -27) ,我 们 可 以 进行 两 方面 的 计算 ， 
全 由 溶液 未 冻 前 初 态 的 WS 和 R ,确定 溶液 开始 出 现 冰 相 的 
HE T; 
ORG W4 和 R, 可 计算 出 溶液 在 冻结 过 程 中 被 冷 至 某 温度 
工时 ,未 冻 溶液 中 的 Wt, 进 而 还 可 计算 出 未 冻 溶液 的 其 他 重要 参 
数 。 
五 、 三 元 系统 冻结 过 程 中 未 冻 液 相 的 参数 计算 
溶液 由 H2O、CPA( 甘 油 或 二 甲 亚 砚 ) 和 NaCl 组 成 ,这 些 组 分 
的 质量 分 数 浓度 分 别 为 Wu, Wel We 或 Wb)、Ww, 而 溶质 的 总 
质量 分 数 浓度 为 Wt。 这些 参 数 之 间 存 在 下 列 关系 式 : 


Wut Wet Wy=l (3-28) 
W-/Wy=R (3-29) 
Wr= Wc+ Wy (3-30) 
Wy= WAR +1) (3-31) 


有 时 我 们 希望 用 质量 摩尔 浓度 mc 和 mxN, 它 们 分 别 指 1000 
克 水 中 含 CPA 和 NaCl 的 摩尔 数 。 计 算 mems 可 用 下 列 公 式 : 
me 1000 (3-32) 


ms e 1000 (3-33) 
式 中 My 为 NaCl 的 摩尔 质量 (58. 44g/mol); 
Mc 为 CPA 的 摩尔 质量 (对 DMSO, 为 78.13 g/mol: HH 
iH, X 92.05g/mol) 5 
在 固 液 两 相 平 衡 时 ,已 冻 固 相 部 分 和 未 冻 相 部 分 的 质量 份额 
分 别 为 fs M fi. BR 
fst fi=1 (3-34) 
根据 两 相 平 衡 的 杠杆 原则 ， 
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Wa Wh wa- wg wè- wè 
JL wa wh W- wk wi- WE 
式 中 , WP EUREN PAAA AAEE TI Wi WE 分 别 是 冻结 
过 程 中 该 组 分 在 固 相 和 液 相 中 的 浓度 。 
如 前 所 述 , 在 我 们 所 讨论 的 问题 中 , 固 相 中 仅 含 有 水 , 即 
Wh=1, W&=0,W&=0。 这 样 ， 


(3-35) 


_1- Wh _ WA_ Wwe E 
f= wk wk Wt (3 36) 
未 冻 水 的 份额 被 定义 为 ; 
二 在 固 液 两 相 平 衡 时 未 冻 水 的 质量 (3-37) 
人 冻结 前 溶液 中 水 的 质量 


可 以 得 到 ; 
T = 0 L 
roma ed eb (3-38) 

GOR WS 和 尺 , 未 冻 时 溶液 的 各 组 分 浓度 Wy 、WL 和 WP, 
可 利用 式 (3-31)、 式 (3- 29) 和 式 (3- 28) 求 得 ;而 利用 平面 相 图 
或 式 (3 一 26) 和 式 (3 一 27), 可 以 求 得 在 某 温度 两 相 平衡 时 液 相 的 
Who AT WF 和 尺 ,同样 可 利用 式 (3 一 31) 式 (3 一 29) 和 式 (3 一 
28) 求 得 WK. WEM Wh: 进而 又 可 用 式 (3 一 36) 和 式 (3 - 38) 求 
得 未 冻 份 额 fi. 和 未 冻 水 份额 uo 


$3.5 玻璃 化 保存 与 溶液 的 玻璃 化 


一 、 玻 璃 化 低温 保存 方法 

玻璃 化 (vitrification) 是 指 液体 转变 为 非 晶 态 (玻璃 态 ) 的 固化 
过 程 。 它 和 常见 的 液体 转变 为 晶体 或 部 分 结晶 的 固体 的 冻结 
(freezing SHAM, 玻璃 态 固体 分 子 之 间 的 关系 和 液态 无 明显 变 
化 , 而 一 般 的 晶体 分 子 之 间 的 关系 和 液态 相差 甚 远 。 

早 在 1937 年 , Luyet 就 指出 玻璃 化 方法 可 作为 冰冻 保存 生物 
体 的 一 条 途径 。 他 认为 ,生命 可 归结 于 “原子 和 其 他 一 些 生命 单元 
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的 专门 而 异常 的 排列 ", 并 且 “ 轻 微 的 排列 位 置 的 扰动 就 会 破坏 平 
衡 从 而 导致 死亡 ”而 结 冰 时 的 驱动 力 会 破坏 这 种 特殊 的 “排列 ”， 
这 就 是 冰冻 死亡 的 原因 。 玻 璃 化 比 冻结 固化 方法 引起 的 结构 变化 
要 小 ,因而 是 一 种 较 理 想 的 低温 保存 途径 。 此 后 ,他 一 直 致 力 于 使 
稀 溶液 快速 冷却 实现 玻璃 化 的 研究 ,到 60 年 代 末 ,他 通过 仪器 设 
备 证 明了 原先 所 获得 的 透明 固体 内 仍 含有 球 晶 时 , 才 放 弃 了 这 种 
实现 玻璃 化 的 研究 , 而 逐渐 转向 用 高 浓度 溶液 实现 玻璃 化 的 研 
究 。 其 间 有 几 次 ,他 曾 发 现 用 很 高 的 浓度 ,即使 冷却 速率 不 是 很 高 
时 也 可 实现 玻璃 化 ,但 遗憾 的 是 ,他 并 没有 将 此 应 用 于 生物 体 的 玻 
璃 化 低温 保存 。 

使 溶液 玻璃 化 有 两 条 途径 :一 条 是 极 大 地 提高 冷却 速率 ; 另 一 
条 是 增加 溶液 浓度 。 将 样品 快速 投入 液 氮 ,其 降温 速率 一 般 只 有 
103K/s, 而 车 要 使 lum 的 纯 水 滴 实现 玻璃 化 , 其 降温 速率 要 求 在 
10’K/s 以 上 。 对 稍 大 的 水 滴 实 现 玻璃 化 更 困难 。 在 纯 水 中 加 入 
溶质 ,可 降低 玻璃 化 所 需 冷 却 速率 。 当 抗 冻 剂 溶液 (如 甘油 DM- 

、SO \ 丙 二 醇 等 ) 浓 度 为 40% 一 60%( 了 WA/V) 时 , 较 容 易 形 成 玻璃 态 。 
但 在 室温 下 ,这样 高 的 浓度 会 对 细胞 产生 剧烈 的 损伤 。 因 此 ,玻璃 
化 研究 的 重点 ,一 是 寻求 容易 实现 玻璃 化 并 且 对 细胞 损害 较 小 的 
溶液 ,二 是 设法 提高 冷却 速率 。 

1978 年 ,Skaer 和 Franks 等 在 研究 了 用 高 分 子 聚合 物 (PVP、 
HES 等 ) 作 为 电镜 生物 样品 制备 的 低温 固定 剂 时 ,提出 了 在 又 冷 
条 件 下 可 使 细胞 外 实现 玻璃 化 。 同 时 ,Boutron 和 Kaufmann 开始 
了 一 系列 有 关头 结 的 细胞 内 外 非 晶 态 剩余 溶液 的 性 质 的 研究 。 他 
们 提出 ,如 果 在 很 慢 的 冷却 或 加 热 速 率 下 ,溶液 最 终 仍 能 保持 完全 
的 非 晶 态 ,那么 所 有 细胞 应 该 都 能 得 到 保护 而 免 受 冰 晶 损 伤 。 
James 重新 对 Luyet 的 快速 冷却 方法 作 了 改进 后 ,用 于 血吸虫 遇 体 
的 低温 保存 研究 ,虽然 形成 的 玻璃 态 并 不 稳定 ,而 存活 率 却 从 最 初 
的 6% 提 高 到 47% 。Ham 等 应 用 这 一 技术 进行 盘 尾 丝 虫 微 丝 蝠 
低温 保存 ,其 存活 率 高 达 79% 。 

1981 年 ,Fahy 首先 明确 地 提出 ,用 高 浓度 的 低温 保护 剂 溶 
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液 ,可 在 较 慢 的 冷却 速率 以 及 高 压条 件 下 实现 完全 的 玻璃 化 。 以 
后 又 发 展 了 一 些 所谓 “ 玻 璃 化 溶液 ”, 使 细胞 ,组 织 乃 至 器 官 等 范围 
广泛 的 生物 系统 玻璃 化 低温 保存 成 为 可 能 。1985 年 ,Rall 和 Fahy 
用 这 种 玻璃 化 溶液 使 鼠 胚 胎 玻璃 化 保存 获得 成 功 ,是 这 种 技术 走 
向 实用 化 的 首次 真正 突破 。 

80 年 代 中 期 ,用 高 浓度 抗 冻 液 玻璃 化 低温 保存 老鼠 胚胎 获得 
了 成 功 。 此 后 ,人 们 利用 这 些 溶液 又 实现 了 人 体 细胞 . 单 核 白 细 
胞 、 鼠 胰岛 . 鼠 胚 胎 和 和 牛 胚胎 等 的 低温 保存 。 

二 、 溶 液 的 玻璃 化 

自从 1981 年 ,Fahy 提出 采用 高 浓度 的 低温 保护 剂 溶液 以 较 
慢 的 冷却 速率 实现 玻璃 化 的 概念 以 来 ,许多 玻璃 化 低温 保存 研究 
工作 都 集中 在 发 展 各 种 有 效 的 “玻璃 化 溶液 "。 事 实 上 ,大 部 分 低 
温 保护 剂 都 可 用 来 作为 玻璃 化 溶液 , 表 3- 2 给 出 了 常 压 下 一 些 渗 
透 性 的 低 分 子 量 保护 剂 的 玻璃 化 所 需 浓度 C,。 一 般 , C AG YE 

表 3-2 ”渗透 性 低温 保护 剂 溶液 的 玻璃 化 所 需 浓度 


低温 保护 剂 Q m M %(W/V) 
乙酰 胺 (A) 4.1 23 10 61 
乙 二 醇 (E) 3.3 18 8.9 55 
1,3- 丙二醇 3:1 17 7.5 57 
二 甲 亚 砚 (D) 24 12 6.3 49 
甘油 237 15 7.1 65 
1,2- = (P) 1.9 10 5.7 44 
2,3- 丁 二 醇 1.8 9.9 5.1 46 
D+ 甲 酰胺 (2mol:lmol) 3.2 18 8.3 56 
D+ RK (3g: 1g) 3.1 17 8.1 59 
D+ 乙 酰胺 (DA)(lmol: lmol) 2.7 15 53 
DA + 10%P(DAP o) 2.6 15 7.4 52 
DA+P (1g: 1g) 2.4 13 6.9 50 
D+P (1g:1g) 2.0 11 6.0 46 


注 : Q 为 每 10mol 水 中 含有 的 保护 剂 摩尔 数 ; m 为 重量 摩尔 浓度 ; M 为 体积 摩尔 
浓度 ; %( W/V) 为 体积 百 分 浓 度 。 


69 


约 为 40% 一 60%(W/V)。 对 于 许多 生物 系统 来 说 ,这 样 高 的 浓 
度 是 无 法 承受 的 ,会 产生 毒性 损伤 。 

把 各 种 保护 剂 混合 使 用 ,对 降低 C \ 减 小 毒性 是 有 益 的 。 各 种 
渗透 性 保护 剂 的 玻璃 化 形成 能 力 ,毒性 以 及 对 细胞 的 渗透 能 力 都 是 
不 同 的 。 甘 油 和 乙 二 醇 的 毒性 较 小 ,但 是 C 都 较 大 ,玻璃 形成 能 力 
差 ; 而 1,2- 丙 二 醇 玻璃 形成 能 力 较 大 ,但 是 浓度 高 于 10% 时 ,毒性 很 
大 。 把 1,2- 丙 二 醇 加 入 到 甘油 . 乙 二 醇 以 及 DMSO 中 ,可 以 使 后 者 
的 Cy 分 别 降低 ,增强 了 玻璃 形成 能 力 而 又 没有 毒性 效应 。 

另外 ,保护 剂 混合 后 使 用 可 能 使 单独 使 用 时 毒性 得 到 部 分 中 
和 抵消 。 例 如 ,40%(W/V) 的 DMSO 的 毒性 是 22.8% DMSO + 
17.2% 乙 酰胺 的 近 三 倍 。 

使 用 非 渗 透 性 的 高 分 子 聚 合 物 保 护 剂 如 PVP、PEG、HES 等 
作为 加 入 混合 物 的 一 部 分 ,也 可 明显 地 使 渗透 性 保护 剂 的 C, 降 
低 ( 表 3-3)。 由 于 细胞 内 包含 了 高 浓度 的 蛋白 质 ,同样 也 可 降低 
细胞 内 玻璃 化 所 需 的 渗透 性 保护 剂 的 浓度 。 而 细胞 外 通过 加 入 非 
渗透 性 聚合 物 保 护 剂 ,使 渗透 性 保护 剂 减少 到 最 低 值 ,这 样 胞 内 外 
既 能 达到 玻璃 化 ,又 降低 了 渗透 性 保护 剂 的 浓度 ,减少 毒性 。 实 验 
表明 , 非 渗透 性 保护 剂 的 浓度 以 6% (W/V ) 左 右 较 适 宜 ,更 高 的 
浓度 对 提高 细胞 存活 率 并 无 好 处 。 

为 了 减少 低温 保护 剂 毒 性 ,在 使 用 时 应 尽 可 能 在 低温 下 进行 
处 理 操作 ,在 高 浓度 下 暴露 的 时 间 尽 可 能 短 ,还 应 选择 适当 的 载体 
溶液 ,并 且 使 用 一 些 特殊 的 低温 保护 剂 的 毒性 中 和 剂 。 研 究 表明 ， 
DMSO 作为 生物 学 上 可 接受 的 玻璃 化 溶液 的 基本 组 分 是 很 有 和 希 
望 的 低温 保护 剂 。 其 玻璃 化 形成 能 力 相 对 较 好 ,对 细胞 的 渗透 很 
快 , 低 毒 ,而 且 有 多 种 毒性 中 和 剂 可 供应 用 。 对 它 的 生物 学 和 药物 
学 效应 以 及 对 肾 组 织 的 低温 生物 学 效应 作 过 广泛 研究 。 

与 其 他 多 元 醇 溶 液 比较 ,在 相同 的 浓度 下 ,左旋 或 右 旋 -2 ,3- 
丁 二 醇 具 有 更 高 的 玻璃 化 形成 倾向 和 更 好 的 玻璃 态 稳定 性 。 因 
此 ,这 两 种 2,3- 丁 二 醇 的 同 分 异 构 体 是 目前 最 有 希望 用 作 器 官 玻 
璃 化 低温 保存 的 保护 剂 。2,3- 丁 二 醇 的 另 一 种 同 分 异 构 体 是 内 消 
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旋 -2,3- 丁 二 醇 ,由 于 有 稳定 的 水 合 物 , 它 并 不 具有 低温 保护 剂 作 
用 。 然 而 纯 的 右 旋 或 左旋 -2,3- 丁 二 醇 是 非常 昂贵 的 。 商 业 上 很 
便宜 \ 又 可 作为 低温 保护 剂 使 用 的 是 2,3- 丁 二 醇 (97% ,D,L)。 这 
是 三 种 2,3- 丁 二 醇 同 分 异 构 体 的 混合 物 ,其 中 包含 了 96.7% 左 旋 
和 右 旋 同 分 异 构 体 的 外 消 旋 混 合 物 ,3.1% 的 内 消 旋 -2,3- 丁 二 醇 。 
实验 表明 , 它 对 红细胞 的 玻璃 化 低温 保存 具有 良好 的 低温 保护 作 
用 ,而 且 如 果 使 用 得 当 , 对 器 官 的 毒性 很 小 。 
表 3-3 添加 非 渗透 剂 的 低温 保护 剂 溶液 玻璃 化 所 需 浓度 


低温 保护 剂 Q m M %(W/V) 

tn 6% (W/V)PVP 

二 甲 亚 硕 (D) 2.1 11 5.9 46 
D+ 乙酰 胺 (DT)(1mol:1mol) 2.3 13 6.6 46 
DA + 10% P(DAP\,) 2.3 13 6.6 460 
6% HES+ DA 2.6 14 7.3 50 
6% HES + DAPio 2.5 14 7.0 49 
6% + RER + DA 2.5 14 7:2 48 
6% + 蔗糖 + DAPI 2.4 13 6.9 47 
6% PEG8000 + 甘油 ~2.7 ~15° ~6.6 ~6l 


注 :PVP 为 诊 乙 烯 吡咯 烷 酮 K30;HES 为 羟 乙 基 淀 粉 ;PEG 为 聚 乙 二 醇 。 

1985 年 , Rall 和 Fahy 首次 提出 了 一 种 有 效 的 玻璃 化 溶液 
(VS1) ,其 中 包含 了 20.5% (WAV)DMSO( 作 为 主要 低温 保护 
剂 ) 15.5% (W/V) Z Btik HELE PAR) 10% (W/V) 1,2- 丙 二 
醇 ( 强 化 玻璃 化 形成 能 力 ) 以 及 6% ( W/V) RZ BE PEG, 4 F 
量 为 8000 的 非 渗透 聚合 物 ), 以 改 型 Dulbecoo's 盐 溶 液 (HB1， 
pH8.0) 作 载体 ,并 应 用 VSL 成 功 地 实现 了 鼠 胚 胎 的 玻璃 化 低温 保 
存 。 这 是 应 用 高 浓度 玻璃 化 溶液 慢 速 降温 实现 玻璃 化 的 首次 突破 
性 进展 。 以 后 ,还 发 展 了 VS2, 所 用 的 低温 保护 剂 与 VS1 相同 ,只 
是 基 液 采用 含有 3.2% (W/V) 葡萄糖 的 RPS 一 2。 此 后 ,一 系列 
应 用 玻璃 化 溶液 VSI 保存 各 种 细胞 、 组 织 及 胚胎 的 研究 不 断 获得 
了 成 功 。 
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第 4 章 低温 生物 学 研究 的 低温 工程 技术 基础 


$4.1 低温 技术 基础 


一 、 低 温 液体 的 性 质 

任何 气体 ， 如果 所 处 的 压力 高 于 三 相 点 (triple point) 压 力 ， 
能 被 冷却 而 液化 ;如 果 所 处 的 压力 低 于 三 相 点 压力 , 则 冷却 而 被 
直接 固化 ,如 图 4 一 1 所 示 。 

在 101325Pa( 标 准 大 气压 ) 


F, 物质 的 气 - 液 相 变温 温度 被 mH, cp 
称 为 正常 沸点 (normal boiling § ak 
point) 或 液化 温度 。 所 谓 低温 液 多 
体 ,一 般 是 指正 常 沸点 (或 液化 温 气相 
度 ) 很 低 的 液 相 物质 , 如 液 氧 . 液 
RMA RAS, ~ 

在 物质 相 图 上 , 还 有 一 个 临 an 
界 点 (critical point, CP), 它 表示 184-1 物质 的 相 图 


气 液 相 变 的 极限 。 如 溶液 高 于 临界 温度 Te, 则 无 法 通过 加 压 使 
气体 液化 ;如 压力 高 于 临界 压力 , 则 亦 无 法 通过 降温 使 之 液化 。 
表 4 一 1 给 出 了 一 些 物质 的 正常 沸点 .汽化 潜 热 .三 相 点 ,临界 点 等 
参数 。 
(一 ) RA 
液 氧 和 液 氨 主要 是 用 空气 的 液化 和 分 馏 方 法 取得 的 。 于 爆 净 
空气 是 混合 物 , 主要 由 氮 ( 体 积 百分率 为 78.09% , 重量 百分率 为 
75.45% )\ 氧 (体积 百分率 为 20.95%, 重量 百分率 为 23.2% ) 组 
成 , 并 含有 微量 的 氨 (He) . 氛 (Ne) ` 氮 (Kr) 、 氨 (Ar) (Xe) A 
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(Hy) .臭氧 (O3) 等 。 
表 4-1 物质 的 某 些 物理 参数 
正常 沸点 ,(K) UATE 汽化 潜 热 三 相 点 (TP) 临 罩 压力 (CP) 


te (p=101kPa) (kg/m) (kJ/kg) 压力 (kPa) 温度 (K) EH (kPa) 温度 (K) 
HO 373.15 958 2258 0.1674 273.16 22.1x10 647.3 
C z / S18.0 216.55 7380 304.2 
Q 9.2 1140 213 0.1520 54.4 5060 154.8 
Nz 77.3 810 199 12.53 63.1 3383 126.2 
HOER) 20.4 70 451 7.18 14.0 1292 33.25 
He 4.18 125 20.5 7 / 228.3 §.25 


氧 的 原子 序数 为 8, 原 子 量 为 16。 自 然 界 的 氧 有 三 种 稳定 的 
同位 素 ,它们 的 原子 量 分 别 为 16.17、18。 其 相对 丰 度 (relative 
abundance) 为 10000:4:20。 氧 气 是 无 色 的 , 但 液 氧 和 固 氧 却 呈 蓝 
E, 这 是 由 于 在 凝聚 态 中 , 氧 分 子 可 以 有 一 种 微弱 的 结合 , 构成 
聚合 物 Os 的 缘故 。 液 氧 的 正常 沸点 为 90.2K( - 183YC ), 密度 为 
1140kg/m?， 比 水 稍 重 。 液 氧 有 很 强 的 顺 磁 性 。 氧 的 化 学 活性 很 
强 ,具有 一 定 的 危险 性 。 

(=) AA 

氮 的 原子 序 为 7, AFE 14.008, 它 由 原子 量 分 别 为 14 和 
15 的 两 种 稳定 的 同位 素 组 成 ,它们 的 相对 丰 度 为 10000:38。 在 
一 般 情 况 下 ,这 两 种 同位 素 很 难 分 离 。 氨 的 化 学 性 质 相当 不 活跃 ， 
且 无 毒 ` 不 爆炸 。 液 氮 正 常 沸点 为 77. 3K( - 196C )， 密 度 为 
810kg/m， 比 水 稍 轻 。 液 氮 是 无 色 、 透 明 的 ,是 被 广泛 应 用 的 安 
全 ,廉价 的 低温 液体 。 

(=) RA 

氢 的 原子 序数 为 1, 原子 量 为 1.008。 它 由 原子 量 分 别 为 1 
(AHA 2( 气 D) 两 种 稳定 的 同位 素 组 成 , 它们 的 相对 丰 度 为 
6400:1。 由 于 和 氢 分 子 是 双 原 子 化 合 物 ， 因 此 普通 的 氢 实 际 上 是 
Ho 和 HD 分 子 的 混合 物 , 其 比例 为 3200:1。 和 氢 还 有 一 个 原子 量 
为 3 的 同位 素 气 (tritium), 它 是 半衰期 很 短 的 放射 性 物质 ,在 自 
然 界 中 含量 极 微 。 
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和 氢 分 子 由 两 个 氧 原子 组 成 ( 气 分 子 也 是 这 样 )。 这 两 个 原子 核 
的 自 旋 方向 的 同 异 ,可 形成 两 种 不 同 的 氢 分 子 。 若 两 原子 核 的 自 
旋 同 向 , 形成 正 氨 (ortho 一 hydrogen) 分 子 。 若 两 原子 核 的 自 旋 反 
向 , 形成 仲 氨 (para — hydrogen) 分 子 。 仲 氨 的 导热 系数 和 比 热 要 
比 正 氢 的 高 。 在 常温 下 的 正常 氢 (normal hydrogen) t, A PIER 
和 仲 氢 的 体积 比例 是 75% 和 25% ;但 当 温 度 降低 时 就 会 逐渐 发 生 
正 - 仲 转化 。 例 如 ,在 20.4K 的 经 长 期 平衡 后 的 平衡 氢 (equilibri- 
um hydrogen) 中 , 正 氧 只 占 0.21%, 而 仲 氨 却 占 99.79%, BIJL 
FE PA (P- Hp), 

正 一 仲 转化 在 没有 催化 剂 的 情况 下 ,进行 得 很 慢 , 需 几 个 小 
时 。 所 以 , 将 氧气 液化 得 到 的 液 氛 ,最 初 的 组 成 是 和 正常 氨 十 分 
相似 的 。 

正常 氢 的 沸点 为 20. 4K(- 252. 8C), MAN HEH 
T0kg/m , 仅 为 水 的 1/14, 是 最 轻 的 液体 。 它 是 无 色 LAN. A 
单独 存在 时 并 不 助燃 ;但 车 和 氧气 ,空气 混合 时 , 极 易 因 极 小 的 火 
花 而 产生 燃烧 或 爆炸 。 

(四 ) RA 

氮 可 以 从 空气 分 离 中 取得 ,但 因 其 在 空气 中 的 含量 极 少 , 故 提 
取 的 成 本 极 高 。 天 然 气 中 的 He 含量 较 大 ,有 百 分 之 几 ,提取 的 成 
本 较 低 。 氨 的 原子 序数 为 2, 原 子 量 为 4.003。 氮 有 Het He 两 种 
稳定 的 同位 素 。 通 常 的 氮气 中 ,He 的 含量 小 于 1x 10-7 ,所 以 一 
般 的 氨 均 指 He’, BRN AAA 4.2K( - 2690), 是 很 难 液化 
的 物质 。 液 氨 的 密度 为 125kg/m*， AA KAY 177.67. MAH 
E Ek RE BUR, 其 汽化 潜 热 为 20.5kJ/kg, 只 相当 于 水 的 
1/110, Æ 4-2 给 出 了 He 的 相 图 。 由 此 图 可 以 看 出 , 液 氮 具有 
两 个 于 一 般 物质 不 同 的 特性 : 

(1) APRAN - 液 - 气 三 相 共存 的 三 相 点 。 在 一 般 压 力 
下 ,通过 冷却 降温 并 不 能 使 液 氮 固化 , 即 液 氮 可 以 在 OK 附近 仍 保 
持 液 体 状 态 。 如 果 要 生成 固态 氮 , 必 须要 把 压力 提高 到 2500kPa 
以 上 。 
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ÆJ (MPa) 


图 4-2 He 的 相 图 

(2) 液 氮 被 冷却 到 达 2K 以 下 时 ,产生 两 级 相 变 ,使 正常 液 氨 
(He ~ 1) #& 48 A #8 Hi HW A (Superfluid Liquid Helium, He- I Ys KI 
上 的 入 点 (Lamda point) 对 应 温度 为 2. 18K, 压力 为 5.02kPa。 可 
以 简单 地 认为 , 液 氨 具 有 两 个 液 相 :He- 工 和 He- I], He- 工具 
有 极 特殊 的 性 质 一 一 超 流 性 ,第 二 声 (second sound) 等 ;而 且 He - 
[的 导热 系数 也 远大 于 He- 工 。 

二 、 低 温 制冷 的 基本 方法 

要 生产 低温 液体 ,就 要 通过 制冷 的 方法 吸 走 气体 的 潜 热 ,使 气 
体 的 温度 降 至 沸点 ;再 吸 走 汽 化 潜 热 ,使 气体 液化 。 在 液化 气体 的 
过 程 中 ,一 般 均 采用 该 气体 作为 工 质 ,而 通过 节 流 降温 ,或 通过 膨 
胀 机 作 功 降温 ,达到 制冷 的 目的 。 

(一 ) 降温 的 基本 方法 

对 于 本 书 所 讨论 的 温度 、 制 冷 量 范围 来 讲 , 降温 的 基本 方法 
有 两 种 。 

(1) 绝热 节 流 效应 ERER Joule- Thomson 效应 , 是 让 高 压 
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At He PA Hb SE LEE EEE o 
HEAT HTL SIS h 的 不 可 逆 过 程 , 会 产生 温度 变化 的 效 
应 , 这 就 是 J. 工 效应 , 可 用 焦耳 一 汤姆 还 系数 来 表示 , E 
Li=(6T/6p) (4-1) 
车 ,>0, 称 为 正 效应 ， 即 通过 Ar>0 节 流 后 ,压力 降低 , 温度 
亦 降 低 ;对 于 任何 处 于 汽 液 两 相 区 内 的 物质 , 因 饱 和 温度 随 压 力 
降低 而 降低 , 故 wj >0; 对 于 处 于 常温 下 的 Hy Op 等 , 节 流 效应 
Ar 亦 大 于 0; 对 于 处 于 常温 下 的 N He 等 , 节 流 效应 Ar 却 小 于 
0, 称 为 负 效应 , 故 不 能 直接 利用 绝热 节 流 达到 降温 节 流 的 目的 。 
对 于 理想 气体 ， Hy, =0o 
(2) 绝热 膨胀 效应 ”所 谓 绝热 膨胀 , 是 让 高 压气 体 通 过 膨胀 
机 进行 膨胀 , 膨胀 机 对 外 做 机 械 功 , 而 气流 的 压力 下 降 , 温度 亦 
降低 。 
TIJ ky fs 9 BY HK at FE PT ER Aa HBG BB AK ( isentropic expansion) o 
SF HG A A EET BE HER, BD 
ps =(8T/5p),>0 (4-2) 
(Z) 液化 氮气 的 两 种 基本 循环 
(1) 林 德 - 汉 普 逊 循环 (Linde — Hampson Cycle) ”这 是 一 种 
仅 利用 绝热 节 流 方法 的 简单 循环 , 其 循环 简 图 和 相应 的 温 粹 图 如 
图 4 一 3 所 示 。 
这 种 最 简单 的 循环 的 液化 率 
mf_ (hi—h,) 
el (PET) (4-3) 
其 中 ,m 和 xmt 分 别 为 循环 流量 与 液化 量 ;h; 为 各 点 的 烩 值 。 要 利 
用 此 循环 实现 液化 ,就 要 求 h1>>h,, 在 同一 温度 下 , BIA 


ha 应 低 于 低压 的 烙 值 ja, 即 J- 了 效应 应 为 正 效应 ,因为 [ 沾 ] < 


0。 
m=i], lal 6 l, 


(4-4) 
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图 4-3 林 德 - 汉 普 逊 循环 的 系统 图 和 温 恼 图 
(2) 克 劳 德 循环 (Claude Cycle) 此 循环 中 , 既 有 膨胀 机 ， 又 
有 节 流 阀 。 膨 胀 机 主要 用 于 气相 区 的 降温 吸 热 ; 而 节 流 阀 主要 用 
于 两 相 区 的 降温 吸 热 。 其 系统 图 和 T- S 图 如 图 4 一 4 所 示 。 
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S 
图 4-4 克 劳 德 循环 的 系统 图 和 温 精 图 
此 循环 的 液化 率 
mi hi hz, yha-he 3 
m Wiehe hai (4-5) 
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此 式 右 边 的 第 一 项 是 绝热 节 流 的 贡献 ;第 二 项 是 膨胀 作 功 的 贡献 ; 


而 X 是 通过 膨胀 机 的 质量 流 份额 , 即 X=, 

(=) 液化 氢 , 所 的 基本 方法 

HHe 的 J- 工 正 效应 只 能 在 低 于 202K 和 40K 条 件 下 产生 ， 
而 处 于 常温 下 的 Hz He 经 绝热 节 流 后 不 会 产生 降温 效应 ， 故 不 
能 用 Linda - Hamper 循环 实现 H He 的 液化 。 解 决 这 个 问题 有 
以 下 几 个 途径 : 

(1) 先 采用 液 所 等 对 氢气 进行 预 冷 , 让 后 者 的 温度 降 至 J] 一 全 
效应 的 正 效应 区 ,再 进行 节 流 降温 ;而 对 于 氮气 ， 则 要 用 液 H 来 
进行 预 冷 , 再 进行 绝热 节 流 。 

(2) 采用 绝热 膨胀 作 功 的 办 法 降温 ， 再 配 上 绝热 节 流 。 

(3) 上 述 方法 的 组 合 。 l 


三 、 液 氮 的 热 物 理性 质 
表 4-2 固氮 和 液 氨 的 饱和 莱 汽 压 
温度 (K) 压力 (mmHg) (Pa) 
AM 52 5.7 7.60 102 
56 17.6 2.35 103 
60 47.2 6.29x 108 
WR 64 109.4 1.46 x 104 
68 212.6 2.84 x 104 
72 382.5 5.10x104 
76 643 8.58x104 
80 1019 1.36 x 105 
84 1539 2.05 x 105 
88 2255 3.01 x 10% 
92 3194 4.26 x 108 
96 4377 5.84 x 10° 
100 5851 7.8 10° 
104 7650 1.02 x 10° 


108 9808 1.31 x 10° 
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温度 (K) 压力 (mmHg) (Pa) 
112 12360 1.65x 10° 
116 15351 2.05% 10° 
120 18854 2.51 10° 
124 22960 3.06 x 10° 
126.2 25463 3.40 X 10° 


液 氮 的 标准 沸点 为 77.4K, 而 其 三 相 点 温度 为 63.2K。 两 者 
相差 不 到 15K, 且 三 相 点 的 压力 不 很 低 , 因 此 较 容 易 用 真空 泵 抽 气 


减 压 的 方法 使 液 氨 降温 固化 。 
表 4-3 饱和 液 氮 的 热 物理 性 质 

温度 (K) 63 66.7 77.4 88.9 100 111.1 122.2 
plkg/m?) 868.2 857.0 810.5 746.4 687.2 613.5 491.8 
cpl kJ kg*K) J 1.99 2.00 2.04 2.11 2.25 2.58 3.00 
p (10-4Pa's) 2.92 2.46 1.58 1.06 0.85 0.75 0.70 
K [WAm:K)] 0.163 0.155 0.139 0.120 0.100 0.080 0.056 
hig( kl /kg) 23 210 199 182 162 13 79 
Pr 4.30 3.16 2.31 1.86 1.92 2.41 3.77 


四 、 低 温 绝 热 与 液 氮 低温 容器 

由 于 低温 液体 的 温度 比 室 温 低 很 多 ,所 以 必须 将 低温 液体 巡 
存 于 绝热 性 能 良好 的 容器 内 ,否则 由 于 环境 向 内 传 热 , 会 使 低温 液 
体 很 快 蒸发 消耗 。 这 类 绝热 良好 的 贮存 低温 液体 的 容器 称 为 杜 瓦 
容器 (Dewar Vessel) 。 

(一 ) 低温 漏 热 ( 冷 ) 的 基本 途径 及 其 防止 

图 4 一 5 给 出 一 个 液 氮 杜 瓦 容器 的 结构 示意 图 。 容 器 内 贮 液 
Ri, 其 温度 为 77K,。 容 器 外 是 室温 , 约 为 298K(25C )。 内 外 温 
差 高 达 221K。 

(1) 内 外 胆 之 间 夹 层 内 的 气体 对 流 与 导热 ”此 夹层 内 一 般 被 
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HAS, 或 采用 纤维 绝热 ,粉末 绝热 .多 层 绝热 。 在 这 些 情况 下 ， 
自然 对 流传 热 已 被 完全 消除 ;残余 气体 导热 也 可 达到 最 低 的 “自由 
分 子 " 状 态 。 


图 4-5 液 氨 容器 结构 示意 图 


1. 提 手 2. 盖 塞 3. 真空 抽 气 嘴 4. 颈 管 5. 标牌 
6. 低温 吸附 剂 7. 内 胆 8. 提 简 9. 多 层 隔 热 层 10. 外壳 
(2) 通过 固体 的 导热 - 
© 通过 夹层 内 绝热 材料 的 导热 。 
O 通过 颈 管 材料 的 导热 。 一 般 利 用 逸 出 蒸气 来 冷却 绒 管 ,使 
这 项 导热 量 大 为 降低 。 
© 通过 内 胆 的 支撑 和 悬 吊 物 的 导热 。 
(3) 辐射 传 热 
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O 内 外 胆 之 间 的 辐射 传 热 。 

© 通过 颈 瓶 开口 与 外 界 的 辐射 传 热 。 

(二 ) 低温 传 热 的 基本 措施 和 形式 

(1) 非 真 空 的 泡沫 .粉末 纤维 绝热 ”其 有 效 导热 系数 为 10 一 
50mV/(m:K)« 

(2) 真空 泡沫 绝热 ”其 有 效 导 热 系 数 为 4 一 10mV/(m*K)。 

G) 真空 纤维 、 粉 末 绝 热 ” 其 有 效 绝热 系数 为 0.1 一 3mV/(m 
"K)o 

(4) 高 真空 多 层 绝热 ”其 有 效 绝 热 系数 为 0.03 一 0. 1mVA(m 
*K)o 

(5) 真空 空心 微 球 绝热 ”其 特点 介 于 真空 粉末 绝热 与 高 真空 
多 层 绝热 之 间 。 

上 述 的 有 效 导 热 系数 是 针对 77K 和 298K 给 出 的 ,如 温度 不 
F, 则 会 有 变化 。 在 实用 时 , 要 根据 所 需 贮存 低温 液体 的 种 类 和 
容量 , 确定 相应 的 低温 绝热 形式 。 显 然 , 有 效 导热 系数 低 的 结构 
形式 其 成 本 亦 高 得 多 。 

(=) 液 氮 低温 容器 

贮存 液 所 的 低温 容器 一 般 由 内 胆 和 外 胆 两 层 构成 ,中 间 是 真 
空 夹层 , 一 般 还 有 金属 外 壳 作 保护 。 内 胆 材 料 可 用 防 锈 铝 合金 或 
不 锈 钢 ;外 胆 材 料 可 用 铝 合金 , 碳 钢 或 不 锈 钢 。 内 外 胆 的 形状 , 可 
以 是 圆 形 , 亦 可 以 是 圆柱 形 。 容 器 的 颈 管 一 般 较 小 , 若 直接 用 于 
存放 生物 样品 , 可 以 用 特别 较 大 颈 瓶 的 容器 。 颈 瓶 的 作用 是 供 注 
入 和 倾 出 低温 液体 ， 也 是 液 氮 蒸发 气体 的 出 口 , 同 时 也 可 以 作为 
内 胆 的 悬 吊 支撑 用 。 

内 外 胆 之 间 的 真空 夹层 , 一 般 将 压力 抽 至 高 真空 。 夹 层 内 可 
以 是 真空 的 , 也 可 以 是 粉末 或 多 层 绝热 。 内 胆 的 外 部 可 装 有 活性 
炭 等 吸附 剂 ， 当 低温 液体 注入 后 ,吸附 剂 的 吸附 气体 能 力 剧 增 ， 
能 大 大 提高 真空 绝热 的 效果 。 

国家 标准 GB5458 一 85“ 液 氮 生 物 容器 "规定 此 类 产品 的 型 号 
为 YDS 一 口 口 一 口 。 
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其 中 ,第 一 框 口 表 示 容 器 的 公称 容积 (L); 

第 二 框 口 表示 特殊 型 号 ; 

A- 表示 外 形 尺 十 增高 静态 液 氨 保存 期 长 的 高 效 容器 。 
B 一 表示 内 胆 底部 或 侧面 有 支撑 、 耐 倾斜 . 耐 运输 的 容器 。 
表 4-4 液 氮 生物 容器 的 规格 .尺寸 (国标 GB5458 - 85) 


外 径 高 度 SE | 静态 液 氨 
职 | 口径 
a og CRATE Cem | (上 限 ) | (上 限 ) | 保存 其 
(D) (mm) (kg) | (a) 
YDS—1 | 180 | 335 | 16 7 
YDS—3 3.15 224 | 425 3 2 
oa PS 
YDS—10 530 | 5.6 70 
10 | 305 
YDS—10A s| ` Ja 100 
~ 600 
YDS—15 16 355 8.5 112 
YDS—30 670 15 | 220 
YDS—30B | 710 16.5 127 
31.5 ass 上 
YDS—30—80 80 680 | 15.5 | 115 
YDS—30—125 125 -| 690 85 
16 
YDS—35 50 670 240 
YDS—35—125 | 35.5 |125| 475 | 690 | 16.5 95 
YDS—35—200 200 700 7 50 
YDS—50B—80 80 21 125 
YDS—50B8—125| 50 |125| 500 850 | 21.5 | 105 
YDS—50B—200 | 22 55 
200 
YDS—60—200 | 63 560 900 32 63 
Yos—120~315| 125 |315| no | 1000 | 6 n 
YDS—250—400| 250 | 400] 900 | 1120 | 140 80 


第 三 框 口 表示 容器 口径 (mm)。 对 口径 为 50 mm 的 可 不 注 。 

容器 容积 有 1L、3L、10L.、151、30L、50L、60L、120L、250L 等 . 
口径 有 50mm、80mm、125mm、200mm、315mm、400mm 等 ， 

液 氨 的 绝热 性 能 用 静态 日 蒸发 率 Q(kg/d) 或 保存 期 T(d) 来 表 
示 。 一 般 说 来 ,容积 越 大 , 静态 液 氮 保存 期 越 长 ;同样 容积 的 , 口径 
BK, 保存 期 越 短 。 例 如 , YDS—10, YDS—30, YDS—30—80, 
YDS 一 30 一 125 的 保存 期 分 别 为 70 天 220 K 11S 天 和 和 85 K- 


$4.2 程序 降温 仪 及 其 应 用 


低温 生物 学 研究 表明 ,在 进行 生物 材料 的 低温 保存 时 ,不 同 的 
细胞 要 求 不 同 的 降温 和 复 温 程序 ,一些 复杂 的 细胞 还 要 求 降温 程 
序 分 成 多 段 进行 ,每 段 具 有 不 同 的 冷却 速率 。 为 了 满足 生物 材料 
低温 保存 降温 过 程 的 要 求 ,可 以 有 多 种 降温 方法 ;有 利用 冰箱 进行 
的 两 步 法 降温 ,有 利用 液 氮 容器 内 气相 区 的 温度 梯度 ,用 手 控 办 法 
进行 降温 的 ;也 有 利用 溶液 的 凝固 特性 实现 新 的 两 步 法 降温 。 这 
些 降温 方法 的 共同 优点 是 设备 简单 ,操作 方便 ,但 却 无 法 实现 复杂 
的 降温 程序 。 近 年 来 , 随 着 计算 机 技术 的 发 展 ,逐步 研制 成 功 了 微 
机 控制 的 降温 仪 (programmable cooler) , 它 已 经 成 为 实现 生物 材料 
低温 保存 技术 的 一 个 关键 设备 。 根 据 降 温 及 控制 原理 的 不 同 , 目 
前 较 常用 的 降温 仪 大致 可 以 分 成 两 类 ; 液 氮 喷射 式 降温 仪 
(spurt type);@@ 利 用 液 氮 容器 内 气相 区 温度 梯度 的 升降 式 降温 仪 
(immersion type) o 

一 、 低 温 保存 对 降温 仪 的 要 求 

在 设计 低温 生物 降温 仪 时 ,要 考虑 的 因素 很 多 ,如 降温 速率 , 控 
温 的 温度 范围 . 榨 温 的 准确 度 及 被 冷却 样品 的 数量 和 形状 等 。 降 温 
速率 , 控 温 的 温度 范围 和 控 温 的 准确 度 对 传 热 方式 及 温度 控制 系统 
的 设计 有 重要 影响 ,而 被 冷却 样品 的 数量 和 形状 在 设计 冷却 室 时 需 
要 加 以 考虑 。 同 时 ,设计 时 还 要 考虑 方案 的 经 济 性 和 实用 性 。 下 面 
从 几 个 方面 讨论 一 下 低温 保存 技术 对 设计 降温 仪 的 要 求 。 
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(一 ) 工作 温度 范围 

按 近代 低温 生物 学 理论 ,实现 低温 保存 的 最 困难 .最 危险 的 温 
度 区 域 是 0C 一 - 60 . 活 细胞 的 被 损伤 就 是 发 生 在 这 个 温度 区 
域内 的 降温 和 复 温 过 程 中 。 因 此 ,降温 仪 的 温度 控制 范围 至 少 应 
从 室温 到 -60Y ,至 于 降 到 多 低 的 温度 较 合适 尚 不 完全 清楚 ,一 般 
认为 是 - 80 ,因为 到 一 80 人 后 ,可 以 直接 将 样品 置 于 液 氮 ,实现 
满意 的 低温 保存 。 事 实 上 ,许多 有 关 降 温 速 率 影响 的 研究 所 涉及 
的 温度 范围 仅 在 60 以上, 当然, 若 在 室温 到 一 196 人 整个 区 域 
内 均 能 实现 温度 的 精确 控制 , 那 就 更 理想 了 。 

(=) 控 温 速率 (不 包括 玻璃 化 保存 的 超 快速 冷却 ) 

降温 速率 的 范围 也 是 需要 确定 的 。 在 50 一 60 年 代 , 人 们 成 功 
地 保存 哺乳 动物 的 某 些 细胞 ,当时 所 采用 的 降温 程序 是 :1C /min 
F| -15T ,然后 4 一 5 /min 到 一 79C 。 尽 管 这 一 降温 方式 用 于 许 
多 类 型 的 细胞 获得 了 成 功 ,但 越 来 越 多 的 证 据 表明 , 某 些 细胞 要 求 
更 慢 的 降温 速率 。 到 70 年 代 , 所 报道 过 的 最 慢 的 冷却 速率 是 :以 
0.1C Amin 的 降温 保存 人 体 淋 巴 细胞 和 以 0.3YC /min 保存 老鼠 胚 
胎 。 但 是 近年 来 发 现 ,对 于 体积 较 大 、 结 构 复 杂 的 细胞 ,往往 需要 
更 低 的 降温 速率 。 而 所 谓 “ 超 慢 速 冷却 "(ultra - slow cooling ) 方 法 
则 要 求 仪器 能 提供 慢 至 0.01C /min 的 降温 速率 。 某 些 需 要 快速 
冷却 的 场合 如 一 些微 生物 的 保存 ,可 以 通过 直接 浸入 液 气 中 实现 。 

(三 ) 控制 精度 

降温 过 程 的 控制 精度 包括 两 个 方面 ;降温 速率 的 控制 精度 和 
绝对 温度 值 的 控制 精度 。 现 有 实验 表明 ,速率 改变 20% 甚 至 更 多 
一 些 ,对 存活 率 的 影响 并 不 明显 。 对 控制 得 很 好 的 线性 降温 ,速率 
的 变化 对 存活 率 的 影响 尚未 被 仔细 定量 研究 过 。 虽 然 ,对 温度 控 
制 应 达到 什么 样 的 精度 没有 统一 的 标准 ,但 一 般 认 为 ,5% 的 误差 
是 可 以 允许 的 。- 

至 于 绝对 温度 值 控制 的 准确 性 ,在 某 些 情况 下 非常 重要 ,在 另 
外 一 些 情况 下 却 影响 不 大 。 例 如 ,在 研究 降温 过 程 中 连续 增加 抗 
冻 剂 浓度 以 维持 溶液 未 冻 状况 的 实验 中 , 控 温 精度 应 在 土 0.2CC 以 
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内 ;另外 ,如 果 需 要 在 某 一 预定 温度 改变 降温 速率 ,这 个 温度 的 绝 
对 准确 度 是 重要 的 。 但 是 ,在 更 多 的 情况 下 ,降温 是 以 某 一 恒定 速 
率 一 直 降 到 低温 极限 ,此 时 , 某 一 特定 时 间 的 样品 温度 的 测量 精度 
就 并 非 十 分 重要 。 因 此 ,对 于 温度 允许 的 误差 不 能 给 出 单一 的 标 
准 。 但 为 严格 起 见 , 需 要 达到 +0.2C 的 精度 。 

温度 和 降温 速率 的 控制 在 样品 冻结 过 程 中 显得 特别 重要 , 因 
为 在 冻结 过 程 中 ,样品 要 释放 大 量 潜 热 (latentheat) , 若 控制 不 当 会 
严重 影响 冻结 后 样品 的 温度 和 冷却 速率 。 

为 了 满足 上 述 要 求 ,要 对 降温 仪 使 用 的 载 冷 剂 加 以 选择 ,比较 
适用 且 廉 价 的 载 冷 剂 有 固态 二 氧化 碳 ( 干 冰 ) 和 液 氮 ,二 者 均 能 提 
供 低 至 - 60Y 的 受 控 温度 ,它们 的 一 些 热 物理 性 质 如 表 4 一 5 所 
Wo 干冰 的 升华 温度 为 78. 5C ,用 它 使 样品 在 - 60 以 下 获得 
较 快 的 降温 速率 已 很 困难 ;而 液 氮 却 能 达到 低 得 多 的 控 温 极 限 温 
度 , 因 而 ,现在 的 降温 仪 多 选用 液 氮 作 冷 源 。 有 时 候 也 使 用 液体 冷 
却 槽 降温 , 它 是 采用 常规 的 压缩 制冷 循环 ,以 酒精 作 换 热 介质 ,但 
受 温度 范围 的 限制 ,使 用 得 很 少 。 


表 4-5 干冰 和 液 所 的 相 变 温度 和 潜 执 
+ ok x x 
相 变温 度 (人 ) 一 78.5( 升 华 点 ) 一 195.8( 沸 点 ) 
相 变 潜 热 (kJ 儿 ) 896 161.6 


准确 和 可 调 的 控 温 过 程 是 通过 反馈 系统 实现 的 , 它 不 停 地 监 
测 样品 的 温度 并 把 它 和 程序 设计 的 参考 温度 加 以 比较 ,根据 比较 
结果 对 执行 元 件 进行 不 断 的 调整 。 在 微 处 理 机 被 引入 到 降温 仪 的 
控制 系统 以 后 , 控 温 过 程 变 得 更 为 准确 和 方便 了 。 

二 、 液 氮 喷 射 式 降温 仪 

图 4-6 是 液 所 喷射 式 降 温 仪 的 工作 原理 图 , 它 是 由 美国 的 
Guenter Baartz FA F 70 年 代 末 研 制 成 功 的 。 该 降温 仪 由 冷却 
室 , 低 温 电磁 阀 、 风 扇 温度 传感器 及 放大 电路 . 微 处 理 机 和 液 氮 容 
器 等 几 部 分 组 成 。 冷 却 室内 室 是 一 内 径 为 31cm、 高 37cm 的 不 锈 
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钢 圆 柱 简 , 它 被 安置 在 高 为 16cm 的 圆柱 台 基 座 上 , 基 座 的 下 面 单 
着 风扇 (3400rpm) 和 氮气 人 口 ; 低 温 电磁 阀 调节 氮气 的 流量 。 低 
温 氮 气 由 容积 为 160L、 压 力 为 1519875Pa(1.5 标准 大 气压 ) 的 液 
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图 4-6 RUST RRRA 
1. 2. 3R 4. 冷 腔 ( 内 室 ) 5. 热 电 偶 记 录 仪 
6. 冰 点 参考 7. 放 大 器 8. 模 数 转换 9. 微 处 理 机 10. 液 氮 容器 
Baartz 的 降温 仪 的 控 温 范围 为 +3.2Y ~ - 65Y ,降温 速率 可 
以 通过 面板 上 的 开关 选择 ,分 别 为 0.1K,.0.2K .0.25K、1.0K 、2. 
0K、2.5K、5.0K 和 10. 0K/min 等 9 档 。 近 代 的 喷射 式 降温 仪 的 
速率 已 发 展 到 步 长 为 0.001K。 
三 、 升 降 式 降温 仪 
(一 ) 设计 思想 
升降 式 降 温 仪 是 基于 一 种 新 的 设计 思想 , 它 是 上 海 机 械 学 院 
华 泽 钊 提出 的 。 这 种 降温 仪 利用 液 握 的 自然 蒸发 在 杜 瓦 容器 栋 部 
所 形成 的 温度 场 (从 OT 以 上 直至 - 196YC ) ,精确 地 控制 生物 材料 
在 此 温度 区 内 的 上 下 移动 ,从 而 有 效 地 控制 样品 的 温度 和 降温 速 
率 。 由 于 步 进 电机 的 转速 可 控 性 好 ,因此 可 利用 它 带 动 生物 材料 
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在 容器 颈 部 上 下 移动 。 当 要 求生 物 材料 的 降温 速率 大 时 ,加 快 步 
进 电机 的 转速 ,使 生物 材料 的 线性 位 移 增加 ;反之 ,可 降低 步 进 电 
机 的 转速 ,减少 生物 材料 的 位 移 ; 也 可 令 步 进 电机 停 转 ,使 生物 材 
料 停留 在 容器 内 的 某 一 高 度 , 达 到 恒温 目的 ;同样 , 令 步 进 电机 反 
转 , 样 品 上 提 , 可 以 达到 升温 的 目的 。 

这 种 降温 仪 的 工作 原理 如 图 4 一 7 所 示 。 由 测 温 元 件 测 得 生 
物 材料 所 处 的 温度 信号 ,经 运算 放大 器 放大 ,并 将 此 模拟 信号 经 模 
数 转换 器 转换 成 数字 信号 ,被 中 央 处 理 单元 (CPU) 接 受 。CPU 采 
用 集成 度 高 ,编程 指令 丰富 .适合 用 于 实时 控制 的 MCS 一 51 系列 
的 8031 芯片 。 源 程序 存放 在 只 读 存 贮 器 内 (RAM)。 因 为 降温 仪 
需要 进行 人 机 对 话 并 显示 , 故 增加 了 扩展 口 ,用 以 连接 显示 器 和 键 
盘 。 使 用 者 将 降温 要 求 通过 键盘 输入 微机 ,微机 把 实测 的 温度 与 
要 求 的 温度 进行 对 比 , 根 据 对 比 结果 对 执行 机 构 发 送 指令 ,使 步 进 
电机 转 或 不 转 , 正 转 或 反 转 , 快 转 或 慢 转 。 步 进 电 机 的 运行 需要 进 
行 相 电流 的 分 配 ,并 且 需 要 将 微机 输出 的 电流 放大 ,因此 在 微机 与 
步 进 电机 之 间 专 门 设计 了 一 套 分 配 与 驱动 电路 。 


x | 只 读 
a jee 
| 步 进 电 机 上 | 分配 驱动 器 | 


图 4-7 升降 式 降温 仪 工作 原理 

(二 ) 系统 组 成 

上 海 华东 工业 大 学 低温 生物 工程 研究 室 陈 儿 同 等 人 于 1987 
年 研制 成 功 升降 式微 机 控制 低温 生物 降温 仪 , 并 申请 了 专利 。 此 
种 降温 仪 的 原理 如 图 4 一 8 所 示 。 该 仪器 由 下 列 几 部 分 组 成 :@ 液 
REE, OLED OME HAL OTR. 

液 氨 容器 一 般 可 选用 容积 SOL 的 杜 瓦 瓶 (Dewar)。 杜 瓦 瓶 的 
口径 应 稍 大 (如 200mm), 颈 管 应 加 长 ,以 便于 操作 和 形成 稳定 的 
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温度 场 。 这 种 情况 下 , 液 氨 静 态 保 存 天 数 不 少 于 55 天 ,静态 蒸发 
率 不 大 于 0.0182/d。 进 行 降温 时 ,贮存 液 氮 的 高 度 最 好 在 容器 总 
高 的 1/3 左右 ,使 气相 区 具有 合适 的 温度 分 布 。 需 降温 的 材料 放 
在 托盘 上 ,托盘 通过 细 绳 由 步 进 电机 牵引 。 


图 4-8 升降 式 降温 仪 

LARERE 2. 步 进 电 机 3. 微机 控制 箱 4. 记 录 仪 5. 热 电 偶 6. 冰 水 撼 

步 进 电 机 是 依靠 其 定子 的 各 相 绕 组 顺序 通电 而 旋转 的 , 步 进 
电机 可 根据 样品 的 重量 等 条 件 进行 选择 。 步 进 电机 被 固定 在 可 上 
下 左右 移动 的 支架 上 ,便于 安放 生物 材料 与 确定 初始 位 置 。 

测 温 元 件 为 铀 一 康 铀 热电 偶 , 它 在 低温 保存 的 控 温 范 围 内 具 
有 良好 的 热电 势 关 系 与 温度 分 辩 率 ,而 且 其 敏感 性 优 于 其 他 测 温 
元 件 。 热 电 偶 选 用 冰 水 混合 物 作 为 参考 点 (0 )。 参 考点 亦 可 以 
用 补偿 电路 代替 。 热 电 偶 的 测 温 点 应 紧 靠 生物 材料 ,并 随 之 上 下 
移动 。 

(三 ) 技术 指标 

该 降温 仪 的 技术 指标 如 下 : 

O 控制 箱 外 形 尺寸 :139mm x 360mm x 400mm. 

@ 电源 :交流 时 ,AC220V + 5% , 50Hz; 直流 时 ,24V( 并 备 有 
充电 电源 ,可 对 电池 进行 充电 )。 
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© 功 耗 小 于 40W。 

© 控 温 范围 :室温 (如 25C) 一 一 196C。 

© 控 温 程序 的 段 数 .8 段 。 

© 降温 速率 范围 :0.01K/min 一 20K/min, 或 恒温 (0K/min)。 

O 恒温 温度 控 温 范围 内 的 任意 温度 ， 

恒温 时 间 :0 一 15 小 时 /每 段 。 

O 液 氨 耗 量 仅 大 于 液 所 容器 的 自然 蒸发 率 。 

(四 ) 性 能 特点 

相对 而 言 ,升降 式 降温 仪 较 适合 于 较 小 样品 ,和 液 氨 喷 射 式 降 
温 仪 相 比 , 它 具 有 以 下 优点 : 

D 液 氨 耗 量 少 。 这 对 于 需要 进行 数 小 时 甚至 数 天 连续 以 极 
慢 速 降温 的 控制 过 程 特别 重要 。 此 时 若 仍 采 用 喷射 式 降温 仪 , 因 
液 氨 耗 量 较 大 ,在 降温 过 程 中 需要 向 杜 瓦 液 氮 容器 补充 液 氨 ,会 对 
降温 程序 产生 严重 的 干扰 和 破坏 ， 

@ 便于 直接 保存 。 一 般 生 物 材料 用 升降 式 降温 仪 降 至 - 
GOC -80T , 即 可 直接 进入 液 所 保存 ;但 对 于 液 氢 喷射 式 降 温 
仪 , 当 达到 这 一 温度 时 , 需 将 生物 材料 由 降温 仪 冷却 室 取 出 后 放 于 
液 氮 容器 中 ,这 样 容 易 引 起 温度 回升 。 

O 复 温 操作 方便 。 只 要 通过 步 进 电机 控制 生物 材料 上 升 ,就 
能 进行 程序 控制 的 复 温 过 程 。 

@ 运行 可 靠 。 升 降 式 降温 仪 可 以 长 期 可 靠 运行 , 极 少 发 生 故 
障 。 而 液 氨 喷 射 式 降温 仪 由 于 使 用 了 液 所 输送 管 路 和 低温 电磁 
阀 , 在 使 用 过 程 中 易 引 起 液 氮 堵塞 和 泄漏 。 

© 易于 进行 “诱发 结晶 "(seeding) 等 操作 。 为 了 提高 低温 保 
存 的 存活 率 , 常 希望 对 溶液 降 至 某 一 温度 时 进行 诱发 结晶 等 操作 ，， 
这 些 可 以 很 方便 地 在 升降 式 降温 仪 上 实现 。 

目前 ,升降 式 降 温 仪 已 广泛 用 于 生物 .医疗 .水产 等 部 门 。 福 
建 省 农 科 院 国家 红 萍 资源 中 心 使 用 该 仪器 保存 红 萍 茎 尖 , 经 过 数 
百 次 试验 ,找到 了 存活 率 较 高 的 冷冻 程序 。 中 国 水 产科 学 研究 院 
长 江水 产 研究 所 ,黄海 水 产 研究 所 等 使 用 该 仪器 研究 了 鱼 类 和 中 
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国 对 虾 的 精液 .胚胎 等 的 保存 。 上 海 第 二 医科 大 学 附属 瑞金 医院 
使 用 该 仪器 观察 和 比较 降温 速率 对 储存 皮肤 活力 及 超 微 结构 的 影 
响 。 上 海 第 一 人 民 医 院 用 它 来 保存 人 的 胰腺 组 织 和 胰岛 细胞 ,为 
治疗 糖尿 病 作 出 贡献 。 中 国 农 科 院 畜 牧 研究 所 已 批量 应 用 该 仪 
器 ,进行 建立 牛 , 羊 等 的 优质 种 类 资源 库 的 研究 。 华 东 工 业 大 学 低 
温 生物 工程 研究 室 把 该 仪器 用 于 电子 显微镜 生物 样品 制备 中 的 低 
温 取代 ,制备 极 快速 冷冻 后 的 肝 , 胰 心肌 等 的 电镜 标本 , 均 获 得 了 
理想 的 电镜 照片 。 

四 、 降 温 仪 用 于 生物 材料 低温 保存 的 热 控 制 问题 

生物 材料 被 冷却 时 ,总 要 发 生 液 相 冷 却 .过 冷 与 晶 核 形 成 、 液 
固 相 变 、 固 相 冷 却 等 过 程 。 在 用 降温 仪 进行 研究 时 ,如 果 所 用 样品 
极 少 ,可 以 精确 地 控制 细胞 所 经 历 的 程序 。 在 实用 时 ,无 论 用 安 阁 
还 是 用 塑料 袋 ,生物 材料 总 是 有 相当 数量 的 ,在 降温 . 复 温 时 都 要 
产生 复杂 的 传 热学 问题 。 实 验 表明 ,即使 使 用 由 计算 机 控制 的 降 
温 仪 ,样品 的 实际 温度 和 冷 腔 温度 之 间 总 会 存在 着 差别 ,特别 是 在 
相 变 释放 潜 热 的 “平台 "之 后 ,两 者 的 温度 差 更 大 ,很 可 能 超过 
40C ;同时 ,两 者 的 降温 速率 也 相差 很 大 ,这 些 都 可 能 严重 损伤 生 
物 材料 。 

降温 仪 所 控制 的 是 冷 腔 中 的 温度 , 当 样品 不 是 足够 小 时 ,由 于 
传 热学 方面 的 原因 ,生物 样品 的 实际 温度 并 不 等 于 冷 腔 中 的 温度 ， 
这 一 点 可 从 图 4 一 9 所 示 的 纯 水 的 降温 过 程 看 出 。 我 们 试验 中 使 
用 的 是 英国 生产 的 一 种 程序 降温 仪 (PLANAR, Programmable Bio- 
logical Freezer)。 图 中 曲线 对 应 着 降温 速率 为 1C /min, 直 径 为 
10mm 的 试管 盛 3ml 水 时 的 情况 。 试 验 结果 表明 ， 

(1) 结 冰 过 程 不 是 在 冰点 B 发 生 的 ,而 是 在 低 于 B 的 C ASE 
形成 冰 的 核心 ,接着 纯 水 温度 立即 跳 回 到 接近 0OC。A4AT= (Th - 
Tc) 被 称 为 过 冷 度 。 过 冷 度 的 大 小 和 溶液 的 纯度 .容器 表面 的 光 
洁 度 .清洁 度 ,冷却 速率 的 快慢 等 都 有 关系 。AT 过 大 对 细胞 会 产 
生 致 命 损伤 。 在 进行 生物 材料 的 低温 保存 时 ,可 通过 “诱发 结晶 ” 
避免 产生 过 大 的 AT。 

91 


温度 (°C) 


0 5 10 15 20 25 30 35 
BY fa) (min) 
图 4-9 试管 中 纯 水 的 降温 曲线 
x -x 降温 仪 冷 腔 温 度 一 -直径 为 10mm 试管 的 中 心 温度 (试管 中 盛 水 3mm) 
(2) DE 是 水 不 断 结 成 冰 ,释放 潜 热 的 过 程 。 它 所 经 历 的 时 间 
长 短 和 样品 的 容量 、 降 温 仪 内 部 的 传 热情 况 等 有 关 。 
(3) EF 是 冰 的 降温 过 程 ,由 图 中 可 以 看 出 ,如 降温 仪 的 降温 
过 程 仍 保持 不 变 , 那 么 EF 段 的 降温 速率 将 远大 于 XY, 而 且 难 于 
控制 。 
实际 上 ,生物 材料 低温 保存 所 处 的 溶液 ,并 不 是 纯 水 ,而 是 低 
温 保 护 剂 (CPA) 溶 液 ,降温 过 程 的 实际 情况 比 上 面 的 更 复杂 。 所 
以 ,为 了 达到 理想 的 低温 保存 效果 , 光 有 性 能 良好 的 降温 仪 是 不 够 
的 ,还 必须 研究 样品 的 热学 性 能 ,研究 其 热 分 析 和 热 控制 的 问题 ， 
进而 确定 合理 的 降温 程序 。 


$4.3 低温 显 微 技术 


一 、 低 温 显 微 技术 的 作用 、 发 展 和 应 用 
为 了 弄 清楚 生物 材料 低温 冷冻 损伤 的 机 理 , 人 们 希望 能 直接 
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疯 察 到 生物 样品 在 冷冻 和 复 温 过 程 中 的 形态 变化 ,并 能 将 它们 和 
过 程 中 各 种 参数 变化 结合 起 来 分 析 , 这 对 于 客观 地 解释 实验 结果 
或 修正 人 们 提出 的 模型 和 保存 程序 都 是 非常 有 利 的 。 在 冷冻 和 复 
温 过 程 中 ,生物 样品 中 的 活 细 胞 及 其 环境 都 经 历 了 复杂 的 变化 ,要 
想 从 直观 上 精确 地 阐明 这 一 过 程 ,只 有 借助 于 低温 生物 显微镜 。 

低温 显 微 技术 可 以 定义 为 ,在 微观 尺寸 上 动态 地 直观 地 研究 
低温 下 发 生 的 过 程 的 技术 。 这 一 技术 既 可 以 应 用 于 生物 组 织 的 冷 
冻 和 复 温 过 程 的 研究 ,也 可 以 用 于 其 它 领 域 中 的 低温 现象 的 研究 。 

低温 生物 显微镜 可 以 控制 生物 体 的 温度 在 一 定 范围 内 任意 变 
化 ,直接 观察 和 摄 录 生物 体 在 冷冻 、 复 温 过 程 中 的 形态 变化 ,以 及 
溶液 相 变 的 详细 过 程 ;再 结合 图 像 处 理 技术 ,可 以 对 冷冻 和 复 温 过 
程 进 行 定性 和 定量 研究 。 这 对 于 确定 最 佳 的 降温 、 复 温 程 序 以 及 
生物 体 在 冷冻 、 复 温 过 程 中 的 损伤 机 理 等 均 有 很 大 的 帮助 ,因而 它 
被 看 作 是 低温 生物 学 研究 的 最 重要 、 最 基本 的 设备 之 一 ， 

由 于 人 们 对 生物 体 在 低温 下 的 变化 很 感 兴趣 ,所 以 很 早 就 斌 
图 做 低温 显 微 学 方面 的 工作 。 它 的 历史 可 以 追溯 到 一 百 多 年 以 
前 。1860 年 ,Jolius Sachs 博士 把 光学 显微镜 搬 到 房间 的 窗口 , 依 
靠 寒冷 环境 的 冷却 ,观察 植物 叶 部 切片 在 冷冻 过 程 中 的 冰晶 形成 
利 复 温 过 程 中 的 细胞 壁 变化 ;1897 年 ,德国 科学 家 Molisch 将 光学 
显微镜 搬 到 冰天雪地 里 ,观察 变形 虫 和 某 些 植物 细胞 在 低温 下 的 
变化 ,此 后 ,他 致力 于 研制 能 主动 冷却 的 低温 显微镜 。 后 来 ， 
Schander 和 Schaffit 将 简单 的 冷 头 加 入 显微镜 ,造成 一 些 低温 环 
境 , 但 是 冷却 和 加 热 的 速率 却 是 没 法 控制 的 。 一 直到 本 世纪 60 年 
代 , 低 温 显 微 技术 还 处 于 极其 初级 的 阶段 。 美 国 麻 省 理工 学 院 的 
Diller 和 Cravalho 在 1971 年 研制 了 第 一 台 自 动 控制 的 低温 生物 显 微 
镜 ,并 在 这 方面 做 了 大 量 的 研究 工作 ,开创 了 现代 低温 显 微 技 术 的 
新 纪元 。1984 年 ,Steponkus 等 把 视频 技术 和 计算 机 图 像 增强 技术 
结合 起 来 ,开发 了 一 个 用 于 冷冻 细胞 的 高 分 辩 率 低温 显微镜 系统 。 

=, Diller - Cravalho 系统 

(一 ) 工作 原理 
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该 系统 的 原理 图 如 图 4- 10 所 示 。 它 主要 由 冷冻 台 、 模 拟 温 
度 控制 单元 和 高 速 照 相机 等 组 成 。 冷 却 剂 以 恒定 的 速率 流 过 冷冻 
台 以 提供 冷 量 , 电 加 热 器 以 不 同 的 功率 向 样品 散发 热量 ,通过 调节 
二 者 的 相对 数量 来 形成 不 同 的 冷却 和 复 温 速率 。 当 加 热 器 不 散发 


44-10 Diller- Cravalho 显微镜 系统 
LAT 2. 相差 式 显微镜 3. 液 氮 ( 出 口 ) 4. 电 加 热 回路 
5 .样品 放置 窗口 6 高速 旋转 照相 机 7. 照相 帧 数 计 数 器 
8. 双 射线 示波器 9. 加 压 液 握 (人 口 ) 10. 冷 冻 台 
任何 热量 时 ,将 达到 最 大 的 冷却 速率 ; 当 关 掉 冷却 剂 并 使 加 热 器 持 
续 加 热 时 ,将 达到 最 大 的 复 温 速率 。 通 过 直 置 式 显微镜 的 光路 系 
统 ,高 速 旋转 式 照 相机 以 每 秒 400 至 2000 幅 的 速度 摄 下 所 发 生 的 
动态 过 程 。 在 照相 机 的 驱动 链 轮 的 附近 放置 了 一 个 电磁 探头 , 链 
轮 每 转 过 一 齿 ,就 产生 一 个 电 脉冲 ,用 以 监视 指定 时 间 内 的 照相 帧 
数 。 电 磁 探头 的 信号 还 起 着 把 照片 记录 的 事件 和 对 应 的 温度 联系 
起 来 的 作用 。 为 了 达到 这 个 目的 ,把 探头 和 热电 偶 的 电压 信和 号 以 
相同 的 时 间 基 准 画 在 曲线 记录 仪 上 , 某 一 帧 图 由 两 个 电压 脉冲 来 
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识别 ,这 两 个 脉冲 之 间 的 热电 偶 输 出 值 就 是 拍摄 该 帧 画面 时 样品 
的 温度 。 该 显微镜 系统 采用 和 氨 灯 做 光源 ,以 满足 高 速 摄影 机 对 照 
明 的 要 求 。 

Diller - Cravalho 低 温 工 作 台 的 示意 图 如 图 4- 11 所 示 ,低温 


图 4-11 Diller- Cravalho 低温 台 

1 .热电 偶 ( 测 冷却 剂 温度 ) 2. 冷却 剂 、 3. 干燥 气 体 4. 物 镜 

5. 热 电 偶 ( 测 样品 温度 ) 6. 偏 流 板 7. 换 热 腔 8. 系统 边界 
台 的 主体 是 一 个 不 锈 钢 的 换 热 腔 ,两 端 焊 有 供 冷 却 剂 进出 的 管道 。 
在 换 热 腔 的 上 下 端 各 开 有 一 个 供 透 光 用 的 石英 玻璃 窗口 。 经 过 预 
冷 ,加 压 的 氮气 以 恒定 的 流速 流 过 换 热 腔 , 为 系统 提供 冷 量 ,形成 
冷 环 境 。 换 热 腔 的 进口 装 有 偏 流 板 ,把 进来 的 气流 导向 上 窗口 的 
底部 ,加 强 对 流 换 热 。 上 窗口 石英 盖 片 的 下 表面 镍 有 一 层 透明 的 
氧化 锡 注 膜 作 加 热 器 ,其 电阻 值 可 以 通过 改变 镀膜 的 厚度 加 以 调 
节 , 通 常 是 几 百 欧姆 的 数量 级 , 且 在 37~ - 196°C 的 温度 范围 内 不 
随 温度 变化 ;导电 膜 由 铜 极 引 出 到 加 热电 源 。 样 品 可 以 直接 放置 
在 上 窗口 的 石英 片上 ,再 羔 上 一 块 透明 盖 片 ; 它 也 可 以 夹 在 两 块 盖 
片 之 间 , 再 放置 在 石英 窗口 上 。 这 两 种 方法 各 有 优 缺 点 ,前 一 种 方 
法 可 以 减少 热 阻 和 热 惯性 ,但 安装 时 不 如 后 者 方便 。 不 论 那 种 放 
置 方法 ,上 盖 片 都 用 氢气 酸 蚀刻 出 一 个 小 洞 ,用 以 放置 直径 为 
0.025mm 的 铀 - 康 铜 热电 偶 。 热 电 侦 的 探头 越 小 , 热 惯性 越 小 ， 
因而 反应 速度 越 快 。 热 电 偶 的 输出 信号 被 引入 到 示波器 或 记录 仪 
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上 ,显示 和 记录 样品 的 平均 温度 。 

低温 台 的 外 面 套 有 一 个 外 章 ( 虚 线 部 分 ) ,里 面 充 有 足够 维持 
正 压 的 氮气 ,以 防止 显微镜 镜头 等 光学 元 件 在 工作 过 程 中 出 现 结 
霜 结 露 现象 。 

二 、 我 国 的 低温 生物 显微镜 系统 

华东 工业 大 学 低温 生物 工程 研究 室 于 1985 年 研制 成 功 一 套 
大 型 低温 生物 显微镜 系统 , 它 在 低温 台 结 构 , 控 温 方式 等 方面 均 与 
Diller - Cravalho 系统 有 所 不 同 。 

(一 ) 系统 的 组 成 

这 台大 型 低温 生物 显微镜 主要 由 下 列 系统 组 成 ; 

(1) 采用 倒置 式 研究 显微镜 ,包括 目镜 ( 广 视 ,10 倍 ,16 倍 )、 
长 工作 距 高 平均 消 色 差 正 负 相 衬 物镜 (2 倍 、10 倍 .25 倍 .40 倍 ) 和 
长 工作 距 平 均 消 色 差 物镜 (4 倍 、10 倍 .20 倍 .40 倍 )。 

(2) 液 氮 冷 源 和 热 水 热源 及 它们 的 控制 系统 。 在 本 系统 中 ， 
冷却 由 液 氮 提供 冷 源 ,在 液 氮 杜 瓦 容器 的 出 液 口上 装 有 低温 电磁 
阀 ,可 用 来 控制 冷气 流 。 本 系统 中 的 加 热 由 热 水 提 供 , 热 水 的 温度 
靠 恒温 醒 水 浴 和 电磁 阀 控制 ,在 一 般 的 生物 实验 中 ,由 于 要 求 的 水 
温 不 高 ,可 以 利用 自来水 。 

(3) 低温 样品 台 。 对 于 这 个 台 , 在 生物 学 、 化 学 .热学 上 都 有 
较 高 的 要 求 。 在 生物 学 上 ,要 求 能 在 这 个 试 样 台 上 放置 装 有 活 的 
生物 体 的 培养 四 ,并 能 方便 地 取 走 和 放 入 样品 ,能 保证 细胞 (或 组 
织 ) 能 在 其 中 培养 。 在 热学 上 ,要求 被 研究 的 试 样 的 温度 分 布 较 均 
匀 , 且 能 按 给 定 的 程序 要 求 进行 降温 和 复 温 变 化 ,降温 、 升 温 的 速 
率 可 以 任意 给 定 ,也 可 以 在 任何 情况 下 保持 恒温 状态 。 本 试验 台 
的 降温 速率 可 达 0 一 50K/min, 复 温 速率 可 达 + SOT /min( 用 气 ) 
和 100Y /min( 用 水 ), 完 全 能 满足 大 多 数 低温 生物 学 研究 的 需要 。 
在 光学 上 ,要 求 低温 试 样 台 的 放置 不 影响 显微镜 的 光学 性 能 ,应 很 
方便 地 进行 观察 .拍照 和 电视 摄像 。 为 了 防止 空气 中 水 分 在 低温 
台 表面 及 光路 系统 结 霜 ,要求 采取 特殊 的 措施 。 

(4) 摄像 .录像 系统 。 本 低温 显微镜 系统 采用 SonyVO 一 5630 
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型 3/4" 台 式 录像 机 、DX 一 1800PK 型 摄像 机 和 CX111—1850CH 
型 20“ 显 示 器 。 这 套 摄像 ,录像 系统 的 质量 很 高 ,有 很 高 的 分 辩 
率 。 本 低温 显微镜 上 还 装 有 35mm 胶卷 的 照相 机 ,用 它 可 以 随时 
摄 得 清晰 的 照片 。 

在 研制 过 程 中 ,我 们 对 原 有 摄像 机 和 显微镜 的 联结 光学 通道 
进行 了 改进 ,使 电视 显示 器 和 目镜 上 的 视野 对 比 由 原来 的 1/9 提 
高 到 1/20 

(5) 微型 计算 机 系统 。 用 AST386 微机 控制 。 可 用 此 微机 系 
统 按 给 定 的 程序 对 低温 试 样 台 进 行 降温 .升温 控制 ,能 收集 到 试 样 
的 变化 信息 (如 温度 等 ) 并 对 它们 进行 计算 和 分 析 ,测量 .计算 、 分 
析 的 结果 可 以 被 储存 在 计算 机 磁盘 中 ,也 可 用 打印 机 绘 出 。 

(6) 温度 测量 和 控制 系统 。 它 包括 测 温 元 件 铜 ~ 康 铀 热电 
偶 .热电 偶 电势 放大 器 、 模 数 (A/D) 转 换 器 和 电磁 阀 等 。 整 个 低温 
生物 显微镜 中 的 各 子 系统 及 它们 之 间 的 联系 示 于 图 4-12。 


冷却 和 加 热 的 程序 输入 


图 4- 12 大 型 低温 生物 显微镜 系统 框图 
(二 ) 调 温 方式 
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样品 的 调 温 是 在 专门 设计 的 低温 显 微 工作 台 内 实现 的 。 图 4 
-13 是 低温 显 微 工作 台 的 结构 图 。 冷 ( 热 ) 气 流通 过 工作 台 内 腔 
的 分 布 环 吹 在 玻 片上 , 玻 片 将 冷 量 (或 热量 ) 传 给 样品 。 冷 ( 热 ) 气 
流量 由 微机 控制 的 两 个 电磁 阀 调 节 ,只 要 调节 电磁 阀 在 采样 周期 
内 的 开启 时 间 便 可 调节 样品 的 升 ( 降 ) 温 速率 。 另 外 ,在 工作 台中 
还 设置 了 氮气 扩散 通道 , 它 将 氮气 散 吹 在 工作 台 的 上 下 空间 ,使 镜 
头 附 近 形成 一 个 氮气 幕 , 显 微 镜 保 护 单 内 也 充满 氮气 ,以 防止 光学 
元 件 因 低温 结 霜 结 露 。 实 践 证 明 , 这 种 结构 的 工作 台 的 热学 和 光 
学 性 能 都 很 好 。 

(三 ) 温度 测量 和 控制 

样品 的 温度 用 g0. 06mm 的 铜 - 康 铜 热电 偶 测 量 ,热电 偶 的 
电势 信号 由 [CL7650 放大 后 经 接口 (Microlink 亚 ) 中 的 12 位 A/D 
转换 后 送 至 微机 ,微机 收 到 信号 后 即 与 参考 信号 相 比较 并 由 此 给 
出 阔 开 时 间 代码 ,再 由 接口 送 至 闪 门 控制 单元 的 计数 器 。 控 制 单 
元 根据 微机 的 命令 打开 电磁 阀 并 进行 减 计 数 ,到 计数 至 零 时 自动 
切断 电磁 阀 。 

采样 周期 的 确定 :本 系统 的 采样 周期 是 1 秒 ,微机 用 查询 方式 
读 机 内 时 钟 。 

控制 方式 :采用 PID 控制 方式 ,离散 的 PID 算式 中 的 三 个 系 
数 通过 实验 整定 。 

阀门 占 空 比 的 确定 :为 了 缩短 系统 的 采样 周期 ,阀门 的 开启 计 
时 由 阀门 控制 单元 完成 ,阀门 的 控制 周期 与 采样 周期 一 样 长 。 我 
们 选择 阀门 占 空 比 以 1/100 为 间隔 ,因而 在 1 秒 钟 内 共有 100 种 
不 同 的 阅 开 时 间 ,它们 从 1/100 秒 到 1 秒 内 变化 。 在 程序 中 ,这 些 
占 空 比 用 一 个 一 维 数组 表示 ,数组 下 标 对 应 着 控制 算式 的 计算 值 。 

实验 过 程 曲线 显示 :利用 微机 的 图 像 软件 ,将 用 户 设计 的 程序 
和 实测 的 温度 变化 均 以 温度 -时间 曲 线 显示 在 屏幕 上 ,用 户 可 以 
从 屏幕 上 及 时 地 了 解 过 程控 制 的 情况 。 在 全 部 过 程 结束 后 ,屏幕 
上 的 曲线 可 用 打印 机 打印 出 来 。 

低温 生物 学 研究 往往 要 涉及 到 复杂 的 降 ( 升 ) 温 程序 。 在 软件 
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设计 中 ,我 们 将 它 分 段 线性 化 ,并 按 低 温 生 物 学 研究 的 习惯 ,用 温 
度 变化 的 速率 和 终了 温度 来 描述 每 一 过 程 , 用 户 温 度 程序 可 以 分 
段 组 合 而 成 。 


4-13 低温 工作 台 结构 示意 图 
1. 防 者 盖 ”2. 基 底 3. 气 量 分 布 环 4. 样品 5. 透 光 窗 
6. 导 热 玻 片 TREH 8. 微 热电 偶 ”9. 冷 源 通道 10. 热源 通道 

(四 ) 摄 录像 系统 中 的 实时 字符 释 加 器 

这 套 低温 显微镜 系统 配置 了 字符 登 加 器 。 字 符 公 加 器 是 自行 
研制 的 单 片 微机 系统 , 它 可 以 把 温度 .时 间 等 信息 以 字符 形式 重 加 
到 视频 信号 上 ,使 摄 录 图 像 时 同时 录 下 必要 的 实时 物理 数据 。 这 
样 ,在 重 放 时 ,电视 屏幕 上 显示 出 图 像 的 同时 也 显示 出 该 图 像 所 对 
应 的 实时 温度 和 时 间 ,从 而 给 进一步 分 析 研究 带 来 了 方便 。 

(五 ) 数字 图 像 处 理 系 统 

低温 生物 显微镜 系统 得 到 的 显 微 图 像 数 量 很 大 ,单纯 由 人 工 
来 分 析 它 们 相当 繁琐 ,而且 由 于 肉眼 对 灰 度 的 识别 能 力 和 尺寸 分 
辨 力 的 限制 ,车 采用 人 工 直接 分 析 , 所 得 到 的 结果 往往 比较 粗糙 。 
利用 数字 图 像 处 理 技术 ,将 这 些 系 列 图 片 取样 和 量化 ,由 计算 机 进 
行 运算 和 分 析 , 不 仅 可 以 大 大 减少 研究 者 的 重复 劳动 ,而 且 所 得 结 
果 的 可 靠 性 和 可 重复 性 也 大 大 提高 。 这 套 显微镜 系统 配置 了 常州 
计算 机 公司 生产 的 数字 图 像 处 理 板 , 可 与 AST386 或 其 他 个 人 计 
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算 机 构成 微机 图 像 处 理 系统 。 系 统 随 硬件 提供 了 一 个 可 以 直接 在 
计算 机 上 运行 的 基本 图 像 处 理 包 和 一 个 单独 的 功能 函数 库 ,通过 
软件 调用 ,可 对 显微镜 系统 得 到 的 图 像 进行 诸如 取样 和 量化 、 直 方 
图 均匀 化 ,滤波 、 区 域 定位 和 图 像 计 算 等 多 项 操作 ,以 便 进行 定量 
分 析 。 

(六 ) 系统 的 基本 性 能 和 特点 

(1) 系统 采用 可 靠 的 防 结 露 结 逢 措施 ,保证 显微镜 在 低温 下 
能 正常 工作 ,经 多 次 实验 ,证 明 此 方法 非常 可 靠 , 且 易 操作 。 

(2) 该 系统 温度 调节 范围 为 室温 至 一 180'C ,精确 控制 温度 范 

. 围 为 室温 至 -120Y ,精确 控制 降温 速率 可 达 - 50K/min, 精 确 控 
制 升温 速率 可 达 SOC /min( 用 氮气 复 温 ) 或 100K/min( 用 水 复 
温 )。 用 8 位 A 人 D 转 换 器 时 , 控 温 灵敏 度 为 0.5C ;用 12 位 A/D 
转换 器 时 ,可 达 0.1C。 这 些 参 数 已 足够 满足 低温 生物 学 研究 的 
要 求 。 

(3) 本 系统 的 低温 级 光路 清晰 。 采 用 了 高 质量 的 摄像 机 、 录 
像 机 和 显示 器 ,能 够 得 到 分 辩 率 很 好 的 清晰 的 动态 图 像 。 利 用 这 
套 系统 已 经 清楚 地 观察 和 摄 录 到 溶液 在 结 冰 时 的 过 冷 现象 .冰晶 
形成 ,冰晶 大 小 及 细胞 形态 变化 等 精细 过 程 ,并 已 结合 图 像 仪 进行 
数字 图 像 处 理 。 

(4) 系统 的 样品 台 采 用 特殊 结构 ,以 使 样品 的 温度 能 够 快速 
控制 和 精确 测量 。 在 本 结构 中 , 测 温 元 件 热电 偶 直 接 置 于 样品 溶 
液 中 。 

(5) 系统 具有 双 录 音 通 道 ,其 中 一 条 通道 可 用 于 记录 实验 现 
场 的 信息 ,如 报告 试验 条 件 和 发 现 现象 等 , 另 一 条 可 供 以 后 分 析 录 
像 带 用 ,使 用 方便 。 

(6) 系统 采用 较 高 质量 的 32 位 机 控制 .计算 和 处 理 数 据 , 显 
示 终端 可 直接 显示 过 程 ;打印 机 可 绘制 过 程 曲 线 。 本 系统 采用 平 
行 处 理 方法 ,计算 和 采样 的 数据 用 硬件 回路 加 以 存储 ,这 样 就 可 以 
和 控制 过 程 同 时 进行 ,从 而 缩短 了 控制 时 间 , 提 高 了 控制 精度 ; 采 
用 高 级 语言 编程 ,对 操作 人 员 要 求 较 低 。 
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(7) 采用 了 新 的 冷 量 . 热 量 控制 方案 。 美 国 麻 省 理工 学 院 采 
用 恒定 冷 量 ( 液 氨 流量 恒定 ), 用 电 加 热 器 来 产生 可 调节 的 热量 。 
他 们 采用 的 电 加 热 器 是 一 块 直接 镀 在 试 样 玻璃 板 上 的 透明 氧化 锡 
膜 的 电阻 加 热 器 ,电阻 为 1000 或 2000, 这 种 薄膜 加 工 工艺 要 求 
很 高 ,寿命 很 短 。 本 系统 采用 直接 用 计算 机 交替 控制 制冷 ,热源 的 
两 个 电磁 阀 。 实 践 证 明 , 这 种 方法 所 达到 的 控制 精度 ,能 很 好 地 满 
足 试 验 要 求 , 同 时 可 大 大 节省 液 拨 和 氮气 的 消耗 。 冷 AAEE 
制 采用 同一 程序 ,操作 可 以 完全 自动 化 。 

1988 年 ,华东 工业 大 学 低温 生物 工程 研究 室 利用 数字 图 像 处 
理 仪 ,对 由 低温 生物 显微镜 中 拍摄 的 图 片 进行 数字 图 像 处 理 , 从 而 
求 得 未 冻 液体 的 面积 占 图 片 总 面积 之 比 , 亦 即 得 到 未 冻 溶液 份额 
的 实验 值 ,所 得 结果 与 用 三 元 相 图 计算 值 相近 ,这 是 用 低温 显微镜 
进行 定量 分 析 的 比较 成 功 的 例子 。 此 外 ,该 室 还 用 低温 生物 显 微 
镜 结合 图 像 处 理 仪 对 人 体 精子 ,皮肤 白细胞 等 的 低温 保存 进行 了 
研究 ,取得 了 一 批 有 价值 的 成 果 。 

低温 生物 显微镜 已 在 低温 生物 学 研究 中 得 到 了 广泛 的 应 用 ， 
它 可 以 获得 有 关 生 物体 及 其 保护 剂 在 冷冻 过 程 中 的 大 量 信息 ,其 
中 包括 :不 同 降温 速率 下 的 胞 内 和 胞 外 冰晶 的 形成 和 生长 ; 相 变 过 
程 中 的 界面 移动 和 溶液 浓度 分 布 ; 细 胞 的 渗透 现象 及 其 对 细胞 膜 
的 损伤 ;细胞 成 分 (如 细胞 质 ) 的 动态 变化 等 。 随 着 显微镜 分 辩 率 
的 提高 ,在 引入 了 图 像 处 理 技术 以 后 ,已 可 以 利用 低温 生物 显微镜 
进行 定量 分 析 , 这 将 为 摸 清 低温 损伤 的 机 理 带 来 方便 。 


$4.4 形成 玻璃 化 的 超 快速 冷却 方法 


玻璃 化 是 近年 来 细胞 保存 的 一 种 新 的 方法 。 欲 实现 水 溶液 的 
玻璃 化 ,要 求 很 高 的 冷却 速率 。 对 于 纯 水 , BOR 106K /s; 对 于 一 般 
FEW FOR 10° ~ 104KA; 而 对 于 浓 溶 液 , 即 所 谓 玻璃 化 溶液 , BER 
10 一 103KAs。 

将 生物 样品 直接 浸 人 液 氨 ,即使 对 于 直径 只 有 0. 2mm 左右 的 
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样品 ,冷却 速率 也 只 能 达到 103KA 左右 。 这 是 因为 处 于 室温 的 
样品 会 在 液 所 上方 的 蒸气 层 中 被 “ 预 冷 ", 气 相传 热 效 果 差 ;而 当 样 
品 进入 液 氮 后 ,会 使 样品 周围 的 薄 层 液 氮 气 化 ,产生 气 膜 ,也 抑制 
了 冷却 速率 的 提高 。 

在 生物 医学 中 ,目前 采用 的 快速 冷却 方法 主要 有 沉浸 法 OM 
法 和 固体 接触 法 三 种 。 

沉浸 法 是 将 生物 样品 快速 地 浸 人 (或 强人 ) 低 温 液体 中 。 如 果 
此 液体 处 于 饱和 态 ,如 77K 的 常 压 液 氮 , 它 受热 后 会 在 样品 表面 
迅速 形成 一 层 气 膜 ,降低 了 传 热 效果 ,也 降低 了 样品 被 冷却 的 速 
率 。 若 此 液体 处 于 过 冷 态 , 则 可 使 样品 冷却 速率 大 为 提高 。 这 种 
过 冷 态 的 液体 可 以 是 被 液 氮 过 冷 的 具有 较 高 正常 沸点 的 丙烷 、 乙 
烷 、 氟 里 昂 等 。 图 4- 14 示 出 了 我 们 研究 电镜 样品 快速 低温 固定 
的 实验 系统 ,低温 液体 (1) 是 被 液 氮 (8) 过 冷 的 气 里 昂 ;生物 样品 


NS 
N 
S 
= 


m. 


图 4-14 超 快速 冷却 的 过 冷气 里 昂 试验 系统 
LAERE 2. 弹 射 器 3. RSE 4. 样 品 5. 热 电 偶 6. 支 架 7. 保温 瓶 
BWA 9. 冷却 剂 简 10. 高 压 氮气 11. 加 热 器 12. 运算 放大 器 PCL 889 
13. 高 速 数据 采集 卡 PCL 14.PC- XT 计算 机 15.LQ-2500 打印 机 16. 控 温 仪 
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(4) 或 实验 用 的 微型 热电 偶 ((5) 被 弹射 器 (2) 以 高 速 弹 入 气 里 昂 
中 。 时 间 、 位 移 ,温度 等 变化 的 数据 ,经 运算 放大 器 (12) 和 高 速 采 
集 卡 (13) 进 入 计算 机 (14) 处 理 。 其 最 快 采集 速率 可 达 125kHz。 
试验 表明 ,0.2mm 直径 的 热电 偶 被 弹 人 经 液 氮 过 冷 的 R22, 平 均 
降温 速率 可 达 10*K/s, 要 比 直 接 弹 人 77K 液 氮 的 降温 速率 高 一 个 
数量 级 。 

喷 溅 法 是 将 低温 液体 经 过 喷嘴 高 速 喷 溅 到 生物 样品 上 ,或 是 
将 生物 样品 的 悬浮 液 高 速 喷 溅 进入 低温 液体 中 ,以 达到 样品 被 快 
速 冷却 的 目的 。 

镜面 接触 法 是 将 生物 样品 快速 地 与 某 固体 镜面 良好 地 热 接 
触 ,而 此 固体 镜面 是 预先 被 冷却 至 77K 或 更 低温 度 。 为 了 达到 高 
的 冷却 速率 ,要 求 固 体 镜面 具有 高 的 导热 系数 和 比 热 , 常 用 的 有 
铜 \ 银 、 蓝 宝石 等 。 理 论 上 讲 ,固体 接触 法 可 获得 更 高 的 冷却 速率 ， 
但 实际 上 由 于 镜面 的 污染 样品 与 镜面 的 不 理想 、 贴 合 时 可 能 产生 
的 反弹 等 因素 ,实际 冷却 速率 会 受到 很 大 影响 。 


图 4- 15 超 快 速 冷 却 的 过 冷 液 拨 试验 装 省 
1. AERE 2. 扩散 器 3. KAARE 4. 真空 压力 表 5. 热 交换 器 
6. KER 7. RR 8. 试 样 "9. 弹射 器 10. 计算 机 12. 测速 装置 
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利用 过 冷 低温 液体 取得 高 冷却 速率 的 另 一 方法 ,是 近年 发 展 
起 来 的 过 冷 液 氮 法 ,如 图 4 一 15 所 示 。 其 基本 原理 是 将 一 个 小 的 
液 氮 杜 瓦 (7) 浸 在 大 的 液 氮 容 器 (3) 内 ,利用 真空 泵 对 大 容器 (3) 进 
行 抽空 ,使 之 减 压 降温 。 经 一 段 时 间 后 ,整个 大 容器 内 的 液 氮 ( 包 
括 小 杜 瓦 内 的 液 氮 ) 均 达到 接近 三 相 点 的 状态 ,温度 低 达 -207TC 。 
然后 停止 抽空 ,恢复 常 压 ,打开 大 容器 ,去 其 盖 , 取 出 小 杜 瓦 。 此 时 
小 杜 瓦 内 的 液 氮 处 于 101325Pa(760mmHg) 下 的 过 冷 状 态 ,其 过 
冷 度 达 5 一 11K。 将 生物 样品 快速 阐 入 此 过 冷 液 氨 , 就 可 获得 极 高 
的 冷却 速率 。 如 图 4 — 16 所 示 ,此 冷却 速率 与 液 气 的 过 冷 度 、 样 品 


120007 


d=0.2mm 


10000} 


4Tsub(°C) 


4000, 


冷 却 速率 ("C /s) 


0 


me =i 5 
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 
dimm) 


图 4- 16 人 在 过 冷 液 氨 中 冷却 速率 与 过 冷 度 AT. PAE d 的 关系 
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的 尺寸 .样品 的 速度 等 有 关 。 在 我 们 的 试验 中 ,对 0.2mm 的 样品 ， 
最 高 冷却 速率 达 10?KA 左右。 


$4.5 低温 真空 干燥 技术 


一 、 低 温 真空 干燥 技术 

(一 ) 低温 真空 干燥 技术 的 范围 

低温 真空 干燥 技术 (简称 冻 干 技术 ) ,英语 名 为 freeze drying 
或 lyophilization。 其 基本 方法 是 先 将 物料 低温 冻结 ,然后 用 真空 
技术 将 物料 中 的 水 分 抽 干 ,使 之 干燥 。 目 前 , 冻 干 技术 主要 应 用 以 
下 几 个 方面 

(1) 食品 材料 ,特别 是 营养 食品 ,调味 品 等 的 保存 。 

(2) 无 活力 的 生物 材料 的 冻 干 保存 ,如 血浆 血清 .荷尔蒙 等 ， 
以 及 作为 移植 骨架 用 的 动脉 .骨骼 皮肤 等 。 

(3) 有 活力 的 生物 材料 的 冻 干 保存 , 即 经 冻 干 后 仍 能 得 到 活 
的 生物 体 ,其 中 主要 是 指 多 种 微生物 冻 干 保存 ,包括 动 植物 病毒 、 
MEHI 病原 细菌 支原体 、 链 霉菌 、 放 线 菌 . 立 克 次 氏 体 真菌 . 酝 
母 菌 A E ES 

(4) 制造 超 细微 粒 。 近 代 电子 ,冶金 .航空 工业 需要 制备 超 细 
微粒 ,而 低温 真空 干燥 是 一 种 近年 开始 应 用 的 有 效 方法 。 其 基本 
程序 是 先 将 材料 制 成 均匀 的 溶液 ,然后 用 喷雾 的 方法 ,将 溶液 以 才 
状 颗粒 喷 人 -196 仿 液 氮 , 使 颗粒 快速 固化 ,再 用 真空 泵 将 物料 干 
燥 , 能 形成 毫 微米 (10 9"m) 级 的 超 细微 粒 。 

(=) 生物 材料 低温 真空 干燥 保存 的 基本 程序 

(1) 制备 和 预 处 理 。 通 常 将 微生物 悬浮 于 含 保护 剂 的 分 散剂 
中 ,分 散剂 中 可 含 蔗糖 、 葡 萄 糖 、 白 蛋白 .明胶 .乳糖 .二 甲 亚 硕 
(DMSO) , 聚 乙烯 咯 烷 酮 (PVP) 等 。 对 不 同 的 微生物 要 采用 不 同 
的 预 处 理工 艺 。 

(2) 预 冷 。 

(3) 一 次 干燥 。 
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(4) 二 次 干燥 。 

(5) 后 处 理 。 它 包括 封装 和 储存 。 经 冻 干 的 生物 材料 一 般 可 
在 室温 或 4Y 环境 下 长 期 保存 ,但 应 避免 光线 照射 。 

(=) 冻 干 保存 法 与 低温 保存 法 的 比较 

(1) 在 低温 保存 中 ,生物 材料 必须 长 期 放 在 低温 (如 — LOOT ) 
条 件 下 ;而 冻 干 保存 的 生物 材料 可 以 在 室温 环境 下 长 期 保存 ,可 以 
使 储存 条 件 大 为 简化 ,大 大 降低 储存 费用 。 

(2) 冻 干 保存 的 预 冷 实质 就 是 低温 保存 的 降温 阶段 ,也 就 是 
说 ,成 功 的 低温 保存 是 实现 冻 干 保存 的 先决 条 件 。 至 今 , 凡 能 实现 
冻 干 保存 的 微生物 , 均 可 成 功 地 低温 保存 ;而 有 些微 生物 ,如 原生 
动物 (protozoa) ,可 以 成 功 地 低温 保存 ,但 却 很 难 能 冻 干 保存 。 

(3) 某 些 生物 材料 可 能 在 干燥 过 程 中 产生 变异 。 

(4) 冻 干 保存 在 真空 干燥 过 程 中 ,要 使 用 真空 设备 和 加 热 设 
备 , 这 些 使 冻 干 材料 的 制备 费用 较 高 。 

二 、 预 冷 过 程 的 要 求 和 实施 

(一 ) 预 冷 过 程 的 要 求 

预 冷 就 是 要 使 经 预 处 理 的 生物 材料 溶液 结晶 固化 ,这 里 涉及 
两 个 重要 的 系数 , 即 降温 程序 和 最 终 温度 。 

(1) 降温 程序 或 降温 速率 ” 冻 干 保存 的 预 冷 降温 和 我 们 在 第 
4 章 讨论 的 慢 速 降温 低温 保存 方法 十 分 类 似 。 最 主要 的 问题 是 ， 
针对 不 同 的 生物 材料 ,要 采用 不 同 的 降温 速率 。 此 降温 速率 还 与 
预 处 理 的 溶液 成 分 .处理 方 法 有 关 ; 对 于 复杂 的 生物 材料 ,在 降温 
过 程 中 还 要 采用 分 段 降温 , 即 采用 特定 的 降温 程序 。 降 温 速率 过 
快 ,会 造成 胞 内 冰 ; 降 温 过 慢 , 因 生 物体 在 高 浓度 溶液 中 时 间 过 长 
而 受 溶液 效应 ,这 些 均 会 导致 活体 损伤 .死亡 。 

降温 速率 (或 降温 程序 ) 对 生物 存活 率 的 影响 ,对 于 许多 微 生 
物 一 般 不 很 明显 ,但 对 原生 动物 的 低温 保存 已 很 明显 ,对 于 更 复杂 
的 细胞 .组 织 就 成 为 关键 的 影响 因素 。 

(2) 预 冷 的 最 终 温度 ”对 于 冻 干 保存 来 说 , 预 冷 的 最 终 温 度 
应 低 于 溶液 的 低 共 晶 温 度 (eutectic temperature) ,以 保证 能 使 悬浮 
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生物 材料 的 溶液 能 全 部 冻结 。 从 理论 上 讲 , 预 冷 的 最 终 温度 只 要 
比 低 共 晶 温 度 低 些 就 可 以 了 - 但 由 于 实际 溶液 的 组 成 复杂 ,很 难 
精确 测定 共 唱 温度 ,为 保险 起 见 ,一 般 将 预 冷 降 到 -30 人 以 下 - E 
然 这 样 做 要 多 费 些 能 量 ,但 对 使 用 干冰 、 液 氨 冷 却 ,或 用 现 有 的 冻 
干 机 来 说 ,达到 这 样 的 温度 在 技术 上 是 没有 问题 的 。 

应 该 指出 , -30C 低温 保存 的 储存 温度 是 明显 偏 高 的 。 因 为 
在 这 样 的 温度 下 ,已 晶体 化 的 溶液 仍 会 产生 再 结晶 等 变化 ,会 损伤 
和 致使 生物 体 死亡 ,所 以 低温 保存 的 储存 温度 一 般 要 在 -70T 或 
~ 196T ( 液 气 温度) 下 。 但 是 ,对 于 冻 干 保存 来 说 , 预 冷 只 是 于 爆 
的 前 过 程 , 生 物 材 料 经 过 预 冷 后 ,接着 就 进行 干燥 , 故 在 -30C F 
存放 时 间 不 会 很 长 ,不 致 于 产生 损伤 。 

(二 ) 预 冷 过 程 的 实施 

作为 预 冷 所 需 的 冷 源 ,可 以 采用 下 列 办 法 : 

(1) 利用 于 冰 ( 固 体 CO,) 和 乙醚 混合 ,最 低 可 达到 -72 人 C 。 

(2) 利用 液 氮 或 液 氮 蒸发 出 来 的 冷 氮气 ,最 低 可 达到 - 196T 。 

(3) 利用 压缩 式 制冷 机 ,一 般 单 级 压缩 可 达 - 30 一 -40T ; 双 
级 压缩 或 复 羡 式 制冷 循环 可 达 一 60~ - 80YC 。 在 许多 冻 干 机 中 均 
用 这 类 压缩 式 制冷 系统 。 常 见 的 真空 冷冻 干燥 机 的 隔 板 温度 可 达 
-30~ -50T 。 

以 上 冷 源 可 以 提供 预 冷 过 程 的 最 终 温度 ; 至 于 预 冷 过 程 的 降 
温 速率 , 则 需 操作 人 员 自行 控制 。 一 般 来 说 ,降温 速率 取决 于 :人 
冷 源 的 温度 ;@ 样 品 数量 、 容 器 体积 和 表面 积 ;@ 样 品 容器 和 冷 环 
境 之 间 的 传 热情 况 。 

有 经 验 的 操作 人 员 可 以 摸索 出 实现 不 同 降温 速率 的 方法 。 在 
摸索 过 程 中 ,应 用 热电 偶 或 电阻 温度 计 实测 样品 温度 随时 间 的 变 
化 曲线 ,从 而 得 到 降温 速率 。 对 于 降温 速率 要 求 很 严格 的 样品 ,可 
以 用 微机 控制 的 程序 降温 仪 ,自动 实现 预 冷 过 程 的 控制 。 

三 、 真 空 技术 

(一 ) 真空 

真空 是 指 压力 低 于 大 气压 力 的 气体 状态 。 人 们 按压 强 的 高 
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低 , 划 出 如 下 真空 区 域 ， 

低 真空 : 1x105Pa 一 1x102Pa 

中 真空 : 1X 10°Pa~1 X107'Pa 

高 真空 : 1X107'Pa~1 10° SPa 

超 高 真空 ; <1x10-5Pa 

生物 材料 的 真空 干燥 ,常用 的 真空 范围 是 1 一 100Pa, 属 于 中 
真空 的 范围 。 

(二 ) 真空 的 获得 


真空 是 靠 真空 泵 抽 走 气体 而 形成 的 。 真 空 泵 的 工作 原理 大 致 


ALA FILE: 


MÆ S(L /s) 


Q 利用 压缩 膨胀 ,包括 往复 式 泵 、 液 环 泵 HGRA KE, 
© 利用 粘性 抽 吸 原理 ,如 蒸气 喷射 泵 。 

© 利用 扩散 抽 吸 原理 ,如 蒸气 扩散 泵 。 

@@ 利用 分 子 和 离子 作用 ,如 分 子 奈 ,离子 泵 。 

© 利用 化 学 吸附 和 物理 吸附 原理 ,如 吸附 泵 .低温 泵 等 。 


图 4-17 2X 系列 旋 片 泵 的 抽 气 特性 曲线 
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在 冻 干 技术 中 用 的 真空 泵 主要 有 旋转 泵 FRA RUHR 
MEAT BR. 真空 泵 的 最 主要 参数 有 两 个 : 

© 极限 压力 , 即 最 乱 可 达 的 压力 ， 

@ 抽 气 速率 。 

PF Ai LARS RWS RK, 

O) RARASR REREAHU- HRR, RBA MHA 2X 
系列 旋 片 泵 的 主要 技术 性 能 为 :极限 压力 为 1xX10-2? 一 6x10 ? 
Da: 抽 速 为 0.5 一 70LAs; 采 用 油 密 封 。 抽 气 特性 曲线 见 图 4- 17 


1 2 345681 2 3456781 2 345681 2 


3x10-1 


1.33x10-3 1.33x10-? 
入 口 压强 (Pa) 


图 4-18 几 种 油 扩散 泵 的 抽空 特性 曲线 
(2) 罗 茨 汞 ”由 两 个 腰 形 转子 组 成 ,由 于 没有 像 旋 片 泵 中 的 
摩擦 件 ,所 以 转速 可 以 提高 到 1450r/min、2950r/min, 抽 气 速率 可 
增 大 到 30 一 20000L/min, 极 限 压力 达到 5x 10-?Pa, 但 要 求 配置 
WAR. XF 30~300L/nin 抽 速 的 ,可 用 旋 片 式 作 前 级 泵 ;对 大 

于 300L/min 的 ,要 用 机 械 增 压 泵 (ZJ) 或 滑 阀 泵 (HH) 作 前 级 泵 。 
(3) PRR 通常 用 油 加 热 沸 腾 形 成 蒸气 ,通过 喷嘴 形成 高 
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速射 流 , 将 容器 中 的 气体 吸出 并 向 油 蒸气 中 扩散 而 被 带 走 。 

扩散 泵 的 特点 是 极限 压力 可 以 达到 1 x 10 ?Pa, 抽 气 速率 也 
可 以 很 大 ,但 需要 一 个 前 级 泵 ( 粗 泵 ) 先 形成 10 -一 10 ?Pa 的 中 
真空 ,这 可 以 用 机 械 奈 来 完成 。 扩 散 泵 的 抽空 特性 曲线 见 图 4 一 
18, 

四 、 真 空 干燥 技术 

(一 ) 生物 样品 中 的 水 分 

在 低温 真空 干燥 的 预 处 理 过 程 中 ,生物 材料 是 置 于 含 保护 剂 
的 分 散 溶液 中 ,这样 的 样品 含水 比例 极 大 。 按 其 去 除 难 易 程度 ,水 
分 大 致 可 分 为 两 类 : 

(1) 溶液 中 的 水 分 和 生物 材料 中 的 自由 水 。 这 部 分 水 分 可 以 
通过 升华 ( 即 一 次 和 干燥) 去除。 

(2) 生物 材料 内 部 的 结构 水 。 它 们 是 以 吸附 ,渗透 等 物化 形 
态 存 在 ,或 者 以 化 学 结合 的 形态 存在 于 材料 的 组 织 结构 中 ,这 些 水 
分 无 法 用 升华 方法 取样 ,而 必须 用 加 热 .蒸发 的 方法 去 除 , 这 就 是 
二 次 干燥 。 

(二 ) 一 次 干燥 

一 次 干燥 就 是 利用 升华 方法 去 掉 材料 中 的 自由 水 。 表 4 一 7 
和 图 4- 19 给 出 冰 和 水 的 饱和 蒸汽 压力 和 三 相 图 。 

表 4-7 AHWR AREH 

温度 ( T)}-70 -60 -40 -30 


-20 -10 


压力 (Pa)|0.3 1.1 12.9 39.6 103.5 260.0 610.2 1.22 x 102.33 x 10%. 23 x 10° 


水 的 固 WR TRE ASE FE A 0.01C 和 610.2Pa。 对 于 温度 处 
于 三 相 点 以 下 的 固 相 , 欲 使 其 升华 为 气体 ,有 两 个 方法 :一 是 升温 , 
如 图 上 线 AB 所 示 ; 另 一 是 抽空 降 压 ,如 图 上 线 AC 所 示 。 从 理论 
上 讲 , 这 两 种 方法 均 能 产生 升华 干燥 的 效果 。 实 际 上 光 靠 抽空 降 
压 很 难 达 到 干燥 的 目的 ,因为 在 低温 下 冰 的 蒸汽 压力 很 低 ,压力 差 
产生 的 蒸汽 扩散 很 小 ;而 且 升 华 过 程 本 身 也 要 吸 热 (OY 冰 的 升华 
热 为 2800kJ /kg)。 所 以 ,实际 上 一 次 干燥 过 程 总 是 加 热 和 抽空 两 
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种 方法 均 使 用 的 。 升 华 阶段 的 加 热 - - 般 通 过 提高 冻 干 机 中 隔 板 温 
度 来 实现 。 当 隔 板 温度 提高 后 ,热量 通过 固体 传导 、 辐 射 以 及 内 部 
气流 的 对 流 , 传 给 样品 ,使 之 升温 。 隔 板 的 温度 要 进行 严格 的 控 
制 , 既 要 防止 样品 中 的 部 分 冻结 温度 超过 共 晶 温度 而 产生 融化 ,还 
要 防止 样品 的 已 干燥 部 分 的 温度 超过 崩 解 温度 而 产生 性 变 。 随 着 
干燥 部 分 的 逐步 完成 ,升华 速率 减 慢 ,升华 所 需 的 热量 减少 ,此 时 
应 及 时 降低 加 热量 ,否则 也 会 损伤 样品 。 总 之 , 隔 板 温度 和 热量 的 
控制 是 升华 干燥 阶段 的 一 个 极 重要 的 内 容 。 


压力 (Pa) 


-30 一 20 -10 10 
温度 CC) 


图 4-19 水 的 三 相 图 

近年 发 展 的 微波 加 热 法 也 可 用 于 二 次 干燥 的 加 热 ,在 加 热 过 
程 中 也 同样 需 考虑 控制 样品 温度 的 问题 。 

(三 ) 二 次 干燥 

二 次 干燥 的 目的 是 去 除 部 分 因 吸 附 等 机 理 存在 于 生物 材料 中 
的 结构 水 。 所 以 ,二 次 干燥 又 被 称 为 解吸 附 干燥 。 由 于 吸附 的 能 
量 很 大 ,所 以 在 二 次 干燥 中 必须 提供 足够 的 热量 。 二 次 干燥 的 温 
度 可 以 提 得 较 高 ,如 对 生物 材料 可 提高 到 30C ;也 可 以 采用 扩散 
FR ,或 用 五 氧化 二 磷 作 吸附 剂 。 
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第 2 篇 微生物 低温 生物 学 


第 5 章 低温 微生物 


$5.1 低温 微生物 的 基本 概念 


在 地 球 上 ,微生物 是 分 布 得 最 为 广泛 的 一 类 生物 ,可 以 说 微 生 
物 无 所 不 在 。. 微生物 种 类 繁多 ,不 同 种 类 的 微生物 之 间 千 差 万 别 ， 
它们 的 分 布 规律 也 各 具 特 色 。 微 生物 与 其 所 处 的 环境 之 间 是 相互 
作用 的 ,微生物 的 分 布 受 各 种 环境 因素 的 影响 ,环境 因素 的 改变 也 
会 使 微生物 发 生 某 种 程度 的 相应 变化 来 适应 新 环境 ; 另 一 方面 ,不 
同 微生物 由 于 各 自 适应 不 同 环境 的 能 力 不 同 ,也 会 导致 它们 的 分 
布 不 同 。 地 球 上 有 各 种 各 样 的 环境 ,包括 一 些 极端 环境 ,如 高 温 、 
低温 .强酸 ,高 盐 ,高 压 环境 等 。 在 不 同 的 极端 环境 中 存在 着 各 式 
各 样 的 微生物 ,在 微生物 的 进化 过 程 中 ,自然 选择 使 一 些微 生物 对 
极端 环境 有 较 强 的 适应 性 ,这 些微 生物 被 称 为 极端 环境 微生物 。 
近年 来 ,对 极端 环境 微生物 的 研究 日 益 引起 人 们 的 重视 ,研究 极端 
环境 微生物 可 以 为 生物 起 源 及 进化 .微生物 分 类 提供 新 的 证 据 , 还 
可 以 用 极端 环境 微生物 的 某 些 特殊 性 质 来 丰富 生物 学 的 研究 方法 
和 内 容 。 例 如 ,从 温泉 中 分 离 到 的 水 生 嗜 热 菌 ( Thermus aquati- 
cus ) 细 胞 内 的 Taq DNA 聚合 酶 ,在 聚合 酶 链 式 反 应 (PCR ) 中 作为 
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一 种 重要 的 工具 酶 。 

低温 环境 是 一 种 极端 环境 ,在 这 些 低温 环境 中 存在 大 量 的 微 
生物 。 自 从 1887 年 Forster 分 离 到 能 在 0 信条 件 下 生长 的 微生物 
以 来 ,人 们 已 经 从 许多 自然 的 与 人 造 的 低温 环境 中 分 离 到 了 各 种 
类 型 的 微生物 。 尽 管 人 们 研究 低温 微生物 已 经 有 一 百 多 年 ,但 从 
历史 上 看 ,关于 低温 微生物 还 没有 一 个 统一 明确 的 概念 。 先 后 出 
现 过 的 描述 低温 微生物 的 名 词 有 glaciale bakterien, rhigophile, 
psychrotolerant, psychrocartericas, psychrobe, thermophobic bacte- 
ria, cryophile, facultative psychrophile, obligate psychrophile 和 
psychrotophic bacteria 等 。 显 然 ,我 们 不 能 笼统 地 将 从 低温 环境 中 
获得 的 微生物 都 称 为 低温 微生物 ,因为 许多 非 低温 微生物 在 低温 
条 件 下 并 未 死亡 ,而 是 处 于 休眠 状态 ,这 些 处 于 休眠 状态 的 微生物 
在 适宜 的 温度 条 件 下 又 可 恢复 活力 而 进行 生长 。 有 些 研 究 者 根据 
微生物 的 最 适 生 长 温度 以 及 生长 的 上 下 限 温 度 来 进行 定义 , 如 
Morita 将 那些 最 适 生 长 温度 等 于 或 低 于 15C ,上 限 生长 温度 等 于 
RIEF 20C ,下 限 生 长 温度 等 于 或 低 于 OC 的 微生物 称 为 嗜 冷 菌 
(psychrophile)。 例 如 ,有 些 从 南极 水 域 中 分 离 到 的 微生物 的 上 限 
生长 温度 低 于 10C 。 然 而 ,有 些微 生物 不 仅 可 以 在 OC 条 件 下 生 
长 ,在 20C 以 上 的 温度 条 件 下 也 可 以 进行 生长 ,一 些 嗜 温 菌 
(mesophile) 如 巨大 芽孢 杆菌 枯草 芽孢 杆菌 或 某 些 节 杆 菌 和 棒 杆 
菌 等 均 可 在 低 于 SC 的 温度 条 件 下 进行 生长 ;而 鼠疫 耶 尔 森 氏 菌 
(Yersinia jestis) 在 -20C 和 405 的 温度 条 件 下 生长 一 样 良好 ,这 
些微 生物 显然 不 属于 Morita 所 确定 的 嗜 冷 菌 的 范围 。Eddy 将 那 
些 能 在 低 于 或 等 于 5C 的 温度 条 件 下 生长 (无 论 其 最 适 及 上 限 生 
长 温度 是 多 少 ) 的 微生物 称 为 营养 型 嗜 冷 菌 (psychrotroph) 。 除 上 
述 两 个 概念 外 , Hucker 还 提出 了 兼 性 嗜 冷 菌 (facultative psy- 
chrophile) 的 概念 ,将 那些 偶尔 能 在 Morita 所 确定 的 嗜 冷 菌 的 生长 
温度 范围 生长 的 微生物 归于 此 类 。 以 上 三 个 关于 低温 微生物 的 概 
念 中 , 兼 性 嗜 冷 菌 的 概念 较为 模糊 ,首先 是 “偶尔 "的 尺度 较 难 掌 
担 ;其 次 ,正如 其 定义 所 表述 的 ,偶然 的 因素 较 多 ,难以 说 明 其 在 低 
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温 条 件 下 的 生长 是 其 本 身 性 质 所 决定 。 因 此 ,这 个 概念 不 常 为 人 
们 所 用 ,但 我 们 可 以 借用 兼 性 嗜 冷 菌 这 个 名 称 ( 见 后 )。 哮 冷 菌 
《psychrophile) 的 最 适 生长 温度 低 ,而 且 生长 的 温度 范围 较 窗 ,我 
们 可 以 将 这 类 微生物 称 为 专 性 嗜 冷 菌 ,从 菜 种 意义 上 讲 , 专 性 嗜 冷 
菌 可 称 为 真正 意义 上 的 低温 微生物 。 相 比 之 下 ,营养 性 嗜 冷 菌 
(psychrotroph) 这 个 概念 的 涵盖 范围 较为 广泛 ,从 Eddy 所 定义 的 
概念 来 看 , 专 性 嗜 冷 菌 也 属于 营养 性 嗜 冷 菌 。 为 了 便于 区 别 ,我们 
将 除 专 性 哮 冷 菌 之 外 的 其 它 的 营养 性 嗜 冷 菌 称 为 兼 性 哮 冷 菌 。 总 
而 言 之 ,在 本 章 中 ,将 专 性 嗜 冷 菌 和 兼 性 嗜 冷 菌 合 称 为 低温 微 生 
物 , 亦 即将 所 有 能 在 低 于 或 等 于 ST 条 件 下 生长 的 微生物 称 为 低 
温 微生物 。 


$5.2 低温 微生物 的 分 布 特点 及 栖息 环境 


一 、 分 布 特点 

微生物 个 体 微小 ,可 以 借助 气体 及 水 体 的 流动 动物 及 人 类 活 
动 而 四 处 传播 ,因而 分 布 十 分 广泛 。 微 生物 种 类 繁多 ,适应 性 强 ， 
可 以 在 不 同 的 环境 条 件 下 生长 。 但 是 , 当 具体 到 某 一 类 微生物 时 ， 
由 于 各 类 微生物 自身 所 具有 的 特性 不 同 , 它 们 对 同一 环境 的 适应 
能 力 不 尽 相同 。 微 生物 自身 的 特点 是 影响 微生物 分 布 的 内 因 , 环 
境 因 素 是 影响 微生物 分 布 的 外 因 , 内 因 和 外 因 的 综合 作用 导致 在 
不 同 环境 条 件 下 微生物 的 分 布 各 具 特 色 。 影 响 微生物 分 布 的 环境 
因素 包括 营养 ,水 分 .通气 条 件 温度、 压力 ,光线 .pH E RH 
微生物 等 等 。 其 中 温度 是 影响 微生物 分 布 的 一 个 十 分 重要 的 环境 
因素 。 温 度 对 微生物 的 影响 是 通过 改变 其 生理 活性 来 实现 的 , 例 
如 生化 反应 速度 的 快慢 ,蛋白 质 .核酸 等 生物 大 分 子 的 稳定 性 及 酶 
的 催化 活性 高 低 , 获 得 水 分 的 难 易 程 度 , 细 胞 膜 的 流动 性 等 等 。 

由 于 地 理 位 置 的 差别 ,季节 变化 及 阳光 的 照射 程度 不 同 ,使 地 
球 上 不 同 区 域 温度 差别 很 大 。 虽 然 地 球 上 存在 一 些 高 温 环境 ,如 
一 些 温泉 的 水 温 可 达 100Y ,但 地 球 上 生物 活动 的 大 部 分 地 区 温 
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度 偏 低 。 占 地 表 70% 以 上 的 海洋 约 90% 的 部 分 温度 低 于 5C 。 
极地 陆地 及 常年 积 雪 高 山 等 地 区 的 温度 也 常年 低 于 SC. OE 
10000 米 高 空 ,气温 低 于 10Y ,高 度 增 加 ,气温 进一步 降低 。 生 物 
圈 约 80% 以 上 的 部 分 为 永久 性 低温 地 区 , 即 常年 低 于 SC 的 低温 
环境 。 除 上 述 自然 的 低温 环境 之 外 ,地 球 上 还 存在 许多 人 为 的 低 
温 环境 如 冷库 .冰箱 等 。 

根据 温度 变化 的 程度 ,我 们 可 以 将 低温 环境 分 为 稳定 的 低温 
环境 和 不 稳定 的 低温 环境 。 深 海 温度 稳定 ,属于 前 者 ;而 大 部 分 温 
带 地 区 土壤 温度 随 季节 交替 由 低 于 OT E 250 以 上 变化 ,属于 后 
者 。 值 得 注意 的 是 ,我 们 不 能 将 永久 性 低温 环境 与 稳定 的 低 环境 
混淆 ,即使 在 某 些 永久 性 低温 地 区 ,温度 也 很 不 稳定 。 例 如 ,一 些 
极地 地 区 的 空气 及 土壤 的 温度 可 在 - 88.3 一 ST 这 个 范围 变化 。 
从 稳定 的 低温 环境 (如 深海 和 冰 洞 ) 中 分 离 出 来 的 微生物 通常 为 专 
性 嗜 冷 菌 。 它 们 对 高 于 其 上 限 生长 温度 (20Y ) 的 温度 条 件 非常 敏 
感 ,为 犹 温 性 微生物 (stenothermal microorganism) 。 这 些 专 性 嗜 冷 
菌 的 一 个 显著 的 特点 是 ,它们 通常 为 革 兰 氏 阴 性 菌 ,特别 是 那些 上 
限 生长 温度 在 10 一 15 亿 范围 内 的 细菌 ,多 为 直 的 或 弯 的 杆菌 ,多 
属于 假 单 胞 菌 属 和 弧 菌 属 等 。 当 然 , 从 稳定 的 低温 环境 中 也 分 离 
到 革 兰 氏 阳性 菌 ,如 节 杆菌 、 棒 杆菌 和 短 杆菌 。 相 比 之 下 ,从 不 稳 
定 低温 环境 (如 极地 土壤 湖泊, 冰 层 及 高 空气 体 等 ) 分 离 出 来 的 微 
生物 的 生长 温度 范围 较 宽 ,即使 其 原 位 环境 温度 从 未 超过 15C, 
有 些微 生物 在 高 于 其 原 位 (in situ) 最 高 环境 温度 20~30T 的 条 件 
下 也 能 生长 。 另 外 ,还 有 一 些微 生物 能 够 忍受 低 于 其 下 限 生长 温 
度 SOC 的 温度 ,在 这 种 不 稳定 低温 环境 中 难以 分 离 到 专 性 嗜 冷 
菌 ,通常 分 离 到 的 兼 性 嗜 冷 菌 多 为 革 兰 氏 阳 性 的 球菌 和 杆菌 ,主要 
有 节 杆 菌 . 棒 杆菌 、 短 杆菌 及 库 特 氏 菌 等 ,这 类 微生物 的 特点 是 在 
极端 环境 条 件 下 有 较 强 的 生存 能 力 。 

低温 微生物 的 生长 受 多 种 因素 的 综合 影响 ,相对 来 说 ,在 稳定 
的 低温 环境 中 主要 受 营养 条 件 的 影响 ,而 在 不 稳定 低温 环境 中 主 
要 受 温度 及 水 分 的 影响 。 低 温 微 生物 生存 时 间 的 长 短 与 次 级 代谢 

115 


作用 有 关 。 有 人 根据 在 原 位 (in situ) 条 件 下 是 否 能 进行 连续 的 代 
谢 作 用 ,将 微生物 分 为 两 类 ;一 类 是 固有 型 (autochthonous) 微 生 
物 , 另 一 类 是 发 酵 型 (zymogenous) 微 生物 。 固 有 型 微生物 能 利用 
其 天 然 环 境 中 的 原 有 有 机 物质 进行 低速 而 稳定 的 代谢 活动 ; 发酵 
型 微生物 则 倾向 于 利用 新 加 到 其 所 处 环境 中 的 “新 鲜 " 有 机 物质 进 
行 代谢 活动 。 真 正 的 固有 型 微生物 没有 次 级 代谢 系统 ,这 些微 生 
物 一 直 在 进行 着 初级 代谢 作用 ,它们 长 期 生存 的 机 会 较 少 。 稳 定 
的 低温 海洋 环境 中 的 固有 型 微生物 因 长 期 适应 稳定 的 低温 条 件 而 
成 为 专 性 哮 冷 菌 。 与 固有 型 微生物 不 同 ,发 酵 型 微生物 不 仅 在 稳 
定 的 低温 环境 中 存在 ,在 不 稳定 的 低温 环境 中 也 能 存在 。 在 稳定 
的 低温 环境 中 的 发 酵 型 微生物 一 直 进 行 着 低 水 平 的 生理 代谢 ,而 
在 不 稳定 的 低温 环境 中 的 发 酵 型 微生物 只 在 解冻 的 夏季 (取决 于 
温度 高 低 和 水 分 获得 的 难 易 程度 ) 具 显著 的 生理 活性 , 当 温度 进 一 
“ 步 降低 时 则 最 终 进 入 休眠 状态 。 发 酵 型 微生物 在 经 过 旺盛 的 生长 
期 后 即 进入 较 长 的 停滞 期 ,并 在 这 段 时 间 内 进行 次 级 代谢 。 在 最 
佳 条 件 下 进行 次 级 代谢 作用 的 微生物 处 于 最 佳 的 存活 状态 。 值 得 
注意 的 是 ,微生物 进行 次 级 代谢 作用 的 最 佳 条 件 与 微生物 生长 或 
进行 初级 代谢 作用 的 最 佳 条 件 是 不 一 致 的 ,从 温度 这 方面 说 ,进行 
次 级 代谢 作用 的 最 佳 温度 常 比 最 佳 生长 温度 低 20C ,因此 ,对 发 
酵 型 微生物 来 说 有 两 个 最 佳 温度 。 海 洋 环 境 中 ,发 酵 型 微生物 具 
有 在 高 于 原 位 环境 温度 条 件 下 生长 的 能 力 ,而 在 原 位 温度 条 件 下 
〈 低 于 最 佳 生长 温度 200 ) 可 以 进行 次 级 代谢 作用 ,所 以 低温 海洋 
环境 中 大 量 的 兼 性 嗜 冷 菌 多 为 发 酵 性 微生物 。 在 稳定 及 不 稳定 低 
温 环 境 中 的 兼 性 嗜 冷 菌 有 一 个 显著 的 特点 :它们 在 原 位 低温 条 件 
下 进行 初级 代谢 作用 的 速度 虽然 十 分 缓慢 ,但 很 有 效 ,特别 是 考虑 
到 大 多 数 低温 环境 中 的 营养 物质 水 平 较 低 , 太 快 的 代谢 作用 会 很 
快 地 消耗 可 能 获得 的 有 机 物质 ,而 低速 高 效 的 代谢 方式 有 利于 它 
们 的 长 期 生存 。 

从 总 体 上 讲 , 兼 性 嗜 冷 菌 较 专 性 嗜 冷 菌 分 布 更 为 广泛 ,这 与 它 
们 对 温度 变化 有 较 强 的 适应 能 力 有 关 。 
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二 、 栖 息 环境 

低温 微生物 的 栖息 环境 可 分 为 自然 低温 环境 和 人 造 低 温 环 
境 。 自 然 低 温 环境 从 其 属性 上 又 可 分 为 土壤 水体, 大 气 三 种 。 人 
造 低温 环境 主要 指 冷库 ,冰箱 等 。 

(一 ) 自然 低温 环境 

G) 土壤 ”地球 土壤 温度 随地 理 位 置 不 同 及 季节 变化 相差 很 
大 ,而 且 有 的 地 方 温度 很 稳定 ,有 的 地 方 不 稳定 。 一 些 温带 地 区 土 
壤 温 度 常年 基本 低 于 20°C ,而 极地 土壤 温度 则 常年 低 于 冰点 ,但 也 
有 一 些 局 部 极地 区 域 的 土壤 温度 可 由 低 于 冰点 到 高 于 30C 变化 。 

温带 地 区 土壤 温度 的 特点 是 不 稳定 , 随 季节 变化 甚至 昼夜 交 
幸而 变化 。 在 这 种 不 稳定 的 环境 中 分 离 到 的 多 为 兼 性 哮 冷 菌 , 即 
使 在 冬季 也 难以 分 离 到 专 性 嗜 冷 菌 。- 一 些 典 型 的 土壤 微生物 如 芽 
孢 杆菌 , 梭 菌 和 假 单 胞 菌 的 生长 温度 范围 都 较 宽 ,它们 在 40C 和 
低 于 冰点 的 温度 条 件 下 生长 一 样 良好 ,很 多 的 温带 土壤 微生物 都 
能 在 5 人 的 条 件 下 生长 , 表 5 -1 列举 了 一 些 非 极地 地 区 不 同 土 

表 5-1 非 极地 土壤 样品 中 低温 微生物 数量 


s 培养 温度 微生物 数量 
i 过 HERH () (个 / 克 二 土壤 ) 
温带 土壤 4.5 7x 105 T 
温带 土壤 花园 4 43x10 个 / 克 湿 土壤 
0.6 x 10° ~ 3.6 x 10° 个 / 克 
BIR BHF Ly 冰川 4 湿 土壤 
北欧 森林 2 1.5x10~3.9x10 
路 易 斯 安 那州 ( 美 ) 花园 .草地 0 ”<10( 夏 季 ) 
<100( 冬 季 ) 
加 拿 大 东部 kt 3  1.3x106~6.5x 10° 
华盛顿 州 ( 美 ) 花园 0 0.92 10°~ 1700 x 108 
耕地 23 x 105 ~810 x 10° 
非 耕地 420 x 10° ~ 3100 x 103 
sii ae 1.5 10°~7.4 x 105 个 / 克 
温带 土壤 EA AR 2 湿 土 壤 


oa 
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壤 样 品 中 低温 微生物 数量 的 情况 。 

从 表 5- 1 我 们 可 以 看 到 ,由 于 土壤 的 位 置 . 类 型 不 同 ,培养 温 
度 和 方法 的 差异 等 ,不 同 土壤 中 的 低温 微生物 的 数量 差别 很 大 。 
尽管 如 此 ,我 们 还 是 可 以 得 出 结论 :温带 土壤 中 存在 着 大 量 的 低温 
微生物 。 

极地 土壤 一 般 为 永久 性 低温 环境 ,但 北极 地 区 土壤 温度 也 随 
地 理 位 置 及 季节 交替 而 变化 ,降水 量 及 土壤 上 面 的 冰雪 对 土壤 温 
度 也 有 影响 , 某 些 地 区 在 夏季 的 温度 高 于 20C 。 南 极 陆地 可 分 为 
海岸 区 和 内 陆 区 ,海岸 区 土壤 为 较为 温和 的 低温 环境 ,水 分 含量 
高 土壤 类 型 多 ,由 于 企鹅 ,海豹 等 动物 的 活动 以 及 地 衣 BRS 
等 植物 的 生长 使 某 些 海岸 区 土壤 富 含 有 机 物质 ,不 同 海岸 区 土壤 
年 平均 温度 由 一 10C 至 一 20C 变化 ,在 夏季 则 由 -1C 至 -67 变 
化 。 相 比 之 下 ,内 陆 区 土壤 干燥 、 缺 少 水 分 , 某 些 地 区 岩石 表面 温 
度 在 夏季 可 高 达 32C 。 在 两 极地 区 土壤 中 广泛 存在 低温 微生物 ， 
永 冻 层 上 面 的 “活性 层 "(active layer) 土壤 中 的 微生物 数量 与 温带 
地 区 土壤 中 的 微生物 数量 相似 。 表 5 -2 和 表 5 一 3 分 别 例 举 了 北 
极 和 南极 土壤 样品 微生物 数量 。 


表 5-2 北极 土壤 样品 微生物 数量 
培养 温度 微生物 数量 
a RRE Uc) AEF SE) 


阿拉 斯 加 ( 美 ) ”泥炭 AE 2 9.6x10~380x10 


加 拿 大 北部 非 耕地 2 0.7x104 一 15300x104 
耕地 2 4.9% 104~280 x 108 
阿拉 斯 加 ( 美 ) 沼泽 3~5 1.2x104 一 1S00x 104 
加 拿 大 北部 。 有 机 土壤 、 耕 地 ”4 1x10°~560x 10° HAR) 
非 耕地 等 4 2x 10*~600x 10'( HE MED) 
沙 壤 10 8x 10°~159x 10 
砂砾 10  1x10~25x10 


湿 壤 或 岩石 边缘 10 0.8x103~11.2x10; 
极地 土壤 低温 微生物 有 细菌 、 粘 细菌 . 放 线 菌 、 蓝 绿 藻 等 。 总 
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的 来 讲 , 北 极地 区 土壤 中 的 微生物 种 类 及 数量 较 南极 更 类 似 于 温 
带 地 区 土壤 微生物 。 

地 球 上 还 存在 许多 洞穴 ,其 中 一 些 洞 穴 的 温度 常年 在 OT 以 
下 到 10 仿 变动, 这些 洞穴 除了 温度 低 以 外 ,还 缺 光 线 和 有 机 物质 ， 
并 且 有 较 高 的 湿度 。 从 这 些 洞穴 土 壤 中 分 离 到 的 一 些 专 性 嗜 冷 菌 
与 在 某 些 冰冻 土壤 中 分 离 到 的 Arthrobacter glaciales 相似 。 这 种 
专 性 嗜 冷 菌 在 -SU 到 18Y 范围 内 生长 ,最 适 生 长 温度 为 13C 。 


表 5-3 南极 土壤 中 低温 微生物 的 数量 
培养 温度 微生物 数量 
fe eee (c) N58 £3) 
Signy &% 泥炭 10 486 x 10° ~ 2200 x 10° 
维多利亚 岛 干燥 土壤 2 8x10 一 18x103 
TR 2 1.2x105~14x 105 
罗斯 岛 人 类 活动 区 域 2° 1.1 10°~63 x 10° 
Macquarie 岛 砂砾 10 4.3x105 
岩石 10 2.9 10° 
Wheeler F& 沙土 2 0.1x103 一 100x10; 
Matterhom 谷 沙土 2 10~370 
壤土 0.1x10?~3500x 10? 
维多利亚 岛 沙土 0.26 x 10*~2700 x 104 


2 
2 

沙 质 壤土 2 5~30 

Fe 5 10x 10°~2.5 x 10° 

(2) 水 体 ”低温 水 体 环境 可 分 为 淡水 环境 和 盐水 环境 。 前 者 
主要 包括 湖泊 江河、 池塘 ,冷泉 等 ;后 者 主要 指 海洋 盐湖 等 。 除 
此 之 外 ,我 们 将 冰 、 雪 也 归于 低温 水 体 环境 。 

O 淡水 环境 : 温带 地 区 湖泊 表面 动荡 层 水 温 随 气候 条 件 而 
变化 ,而 湖底 静水 层 的 温度 大 多 常年 低 于 4C 。 湖 面 动荡 层 中 低 
温 微生物 多 为 兼 性 嗜 冷 菌 ,因为 湖面 水 温 在 夏季 常 高 于 25C 。 在 
湖底 静水 层 中 ,低温 微生物 在 AT 条 件 下 可 进行 矿 化 作用 。Rao 
等 在 安大略 及 苏 必 利 湖 中 分 离 到 一 种 黄 杆菌 ,这 种 细菌 在 OT 条 
件 下 比 在 20 人 条 件 下 吸收 的 O, 多 ,说 明 其 在 低温 条 件 下 有 较 强 
的 生理 活性 。 
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极地 和 高 山 湖 泊 的 水 温 常年 低 于 4C ,在 那里 有 许多 专 性 哮 
冷 菌 存在 。 例 如 ,Tilzer 在 一 个 高 山 湖泊 中 发 现 每 升 湖水 中 有 2 x 
108 一 8 x 108 个 微生物 。 当 然 ,在 极地 和 高 山 湖泊 中 也 有 许多 兼 性 
嗜 冷 菌 生存 ,Christensen 在 北极 湖泊 沉积 物 中 分 离 到 兼 性 嗜 冷 菌 。 

有 些 研 究 人 员 在 0 一 3 人 条件 下 ,从 一 些 河流 中 分 离 到 细菌 和 真 
菌 ,但 在 这 些微 生物 中 很 难 找到 专 性 嗜 冷 菌 。Stokes 等 在 OT 条 件 
下 ,从 一 条 河流 中 分 离 到 的 微生物 中 有 16% 一 47% 为 兼 性 哮 冷 菌 。 

在 一 些 洞穴 中 有 一 些 冷 泉 , 水 温 常 年 在 5.5 一 1STY 变化 ,在 水 
体 及 沉积 物 中 有 微生物 生存 ,但 也 多 为 兼 性 嗜 冷 菌 。 另 外 ,在 井 
水 农田 水 、 池 塘 及 沼泽 等 地 方 也 发 现 有 兼 性 嗜 冷 菌 的 存在 。 

@ 盐水 环境 : 地 表 有 70% 以 上 的 地 区 为 海水 覆盖 ,另外 还 有 
许多 盐湖 ,这 些 地 方 存在 大 量 的 低温 微生物 。 对 海洋 中 的 微生物 
而 言 ,温度 AB AE ,压力 .O: 及 pH 等 共同 影响 它们 生理 活性 ,它们 
KS CARA SC 的 温度 条 件 下 生活 。 在 高 纬度 地 区 ,水 温 波 动 不 
大 ( 常 低 于 SY )。 在 中 纬度 地 区 ,表层 水 温 随 季节 交替 由 °C 至 
16C 变化 ,而 底层 水 温 一 般 低 于 SC 。 靠 近 南 极 的 水 体温 度 接近 
OT „Wiebe 等 在 南极 水 域 中 就 分 离 到 专 性 哮 冷 菌 。 北 极地 区 深层 
水 温 可 低 达 一 1.9C ,不 同 海区 水 温 的 不 同 会 影响 微生物 的 种 类 、 
数量 及 其 生理 活性 。 近 海水 体 和 沉积 物 中 ,低温 微生物 的 数量 随 
季节 变化 。 一 般 来 说 , 随 海水 深度 的 增加 ,微生物 数量 下 降 ; 而 在 
底层 海水 中 存在 大 量 的 专 性 嗜 冷 菌 。 值 得 注意 的 是 ,几乎 所 有 的 
嗜 压 菌 (barophile) 均 为 专 性 嗜 冷 菌 。 水 体 中 大 部 分 微生物 不 是 独 
立 悬 浮 的 ,而 是 通常 吸附 在 碎 屑 、 颗 粒 上 ,这样 能 使 这 些微 生物 有 
效 地 利用 有 机 物质 ,但 由 于 低温 、 压 力 等 因素 的 影响 ,这 些微 生物 
的 活性 较 低 。 除 水 体外 ,海底 沉积 物 中 也 有 大 量 的 微生物 存在 ， 
Wiebe 等 在 5 信条 件 下 从 每 毫升 海底 湾 泥 中 分 离 到 10° 个 微生物 。 
另外 ,在 海洋 动物 肠 道 和 体 表 及 植物 的 表面 存在 大 量 的 兼 性 和 专 
性 嗜 冷 菌 。 总 的 来 看 ,海洋 低温 微生物 中 兼 性 嗜 冷 菌 占 大 多 数 , 相 
比 之 下 , 专 性 嗜 冷 菌 较 少 。 这 些 专 性 嗜 冷 菌 的 共同 特点 是 :它们 都 
为 革 兰 氏 阴性 ,不 形成 起 子 的 好 氧 型 杆菌 ,多数 为 弧 菌 , 也 有 梭 菌 
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和 粘 细菌 。 表 5- 4 列举 了 一 些 海洋 专 性 嗜 冷 菌 。 


表 5-4 海洋 专 性 哮 冷 菌 
最 适 生长 温度 最 高 生长 温度 
a4 a 当 (C) (C) 
弧 菌 鱼 类 排泄 物 16 20 
嗜 纤维 菌 FR BE 15~20 20 
mA 海水 15 20 
弧 菌 比目鱼 卵 s 19 
梭 菌 海底 沉积 物 ”8.2 一 10.7 16.3~17.5 
IP 18—300 海水 (南极 ) 7 13 
MA 18—500 海水 (南极 ) 10 16 
MA Ap 一 2 一 24 海水 (南极 ) 4 9 
BARREME ”海水 (北海 ) <20 
在 南极 有 一 些 高 盐 度 的 低温 湖泊 ,其 中 有 很 多 低温 微生物 ( 见 
表 5-5)。 
表 5-5 盐湖 低温 微生物 
分 离 微生物 的 ， 
a 微生物 数量 
湖 名 及 特点 ed (个 /毫升 湖水 ) 种 类 
Bonney #1 Fy g 
深度 ;32 米 直接 计数 1x 103 一 1.2x 105 
温度 : -2~7T OC 平板 计 数 0 一 460 
盐 度 :0.25% ~21.7% ”4 平板 计数 。 10 一 103 
Vanda 湖 
深度 60 米 直接 计数 0.4x10~1x103 KAM 
温度 O~ 24.20 0 平板 计数 0~210 
盐 度 12% 
Don Juan 湖 
深度 11 米 OU 2ST IBF 芽孢 杆菌 、 微 球菌 
HME -3~ -24T 棒 杆 菌 .酵母 菌 
盐 度 47.4% 


Don Juan 湖水 含有 极 高 的 盐分 ( 约 45% ) ,过 高 的 盐 浓度 使 湖 
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IKE — 48°C 的 低温 条 件 下 也 不 结 冰 , 细 菌 和 酵母 菌 是 湖水 中 仅 存 
的 生物 。 这 些微 生物 为 嗜 盐 菌 , 它 们 在 OU 和 2ST 的 条 件 下 生长 
一 样 良好 ,从 这 点 上 看 ,它们 为 兼 性 嗜 冷 菌 。 

除 上 述 液态 低温 水 体外 ,地 球 上 还 存在 低温 固态 水 ,主要 指 
冰 . 雪 。 已 有 许多 关于 冰雪 中 存在 微生物 的 报道 。 以 前 ,人 们 曾 观 
察 到 有 的 雪 被 染 成 红色 ,实际 上 这 是 由 于 “ 雪 灌 ”(snow algae) 引 起 
AY REFRE 10 以 上 不 能 生长 ,为 专 性 嗜 冷 微生物 。Hoham 
获得 了 Raphidonema nivale „Chloromonas pichinchae 和 Cylindro- 
cystis brebissonii 这 三 种 雪 灌 的 纯 培养 ,它们 的 最 佳 生长 温度 分 别 
为 SC ITA LOT ,即使 在 -2 信条 件 下 也 生长 良好 。Sorokin 等 
在 冬季 日 本 海 冰 中 分 离 到 硅 菠 ,有 的 硅 藻 群落 上 还 附 生 着 大 量 的 
细菌 。 另 外 , Moiroud 等 在 冰川 冰 中 分 离 到 专 性 嗜 冷 菌 (细菌 )。 
有 意思 的 是 ,Barsdate 等 在 阿拉 斯 加 一 个 无 名 湖 的 冰 层 中 发 现 有 
大 的 空 泡 ,这 些 空 泡 中 有 紫 、 粉 红 及 绿色 的 可 进行 光合 作用 的 细菌 
和 少量 的 藻类 。 极 地 海 冰 中 也 存在 大 量 的 藻类 及 细菌 。 有 研究 表 
明 , 约 70% 的 海 冰 细 菌 是 小 杆 短 杆菌 。 

(3) 大 气 ”地表 上 空 为 大 气 层 , 随 着 高 度 增加 ,气温 逐渐 降 
低 , 某 些 地 方 的 温度 低 达 - 40C 。 在 1000 米 以 上 的 高 空 ,气温 基 
本 低 于 10C 。 在 空气 中 生活 着 大 量 的 微生物 ,从 地 表 到 27000 米 
的 高 空 都 能 分 离 到 微生物 ,包括 细菌 、 真 菌 等 。Fulton 等 发 现 ,在 
超过 3000 米 的 高 空 有 细菌 存在 ,而 那里 的 温度 低 于 5C ,而 在 温 
度 低 于 冰点 的 极地 上 空 分 离 到 的 微生物 在 -20 人 C 的 条 件 下 能 长 期 
生存 。 空 气 中 的 微生物 一 般 来 自 土壤 及 海洋 等 水 体 环境 , 当 大 气 
在 陆地 及 水 体 表 面 流 动 时 ,将 那里 的 微生物 带 走 , 这 些微 生物 就 会 
随 气流 升 人 高 空 。Cameron 等 在 南极 上 空 分 离 到 的 一 些微 生物 如 
棒 杆 菌 和 微 球菌 的 最 佳 生长 温度 接近 25°C Proctor 分 析 了 7000 
米 高 空 的 空气 样品 ,那儿 的 温度 低 于 - 200 ,有 的 地 方 甚至 低 于 
~ 40°C ,样品 中 的 主要 细菌 是 典型 的 土壤 微生物 。 从 3000 KAS 
空气 样品 中 分 离 到 的 细菌 约 34% 可 在 0 已 条 件 下 生长 ,其 中 大 部 
分 可 在 一 39 一 -26C 条件 下 存活 48 小 时 。 这 些 细菌 大 部 分 为 芽 
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孢 杆 菌 ,是 一 些 能 在 OC A FEKK + IR A o 

(=) 人 造 低温 环境 

人 造 低 温 环 境 主 要 指 冷库 、 冰 箱 及 工业 用 冷却 水 等 。Barnes 
等 在 冷冻 的 禽 肉 中 分 离 到 一 些 低 温 微生物 ,其 中 一 些 在 TD 条件 
下 可 培养 14 天 ,而 另 一 些 可 在 一 3 已 条 件 下 生长 。 另 外 ,在 冷藏 的 
其 他 食品 如 牛肉 鱼 及 奶 制品 中 也 分 离 到 许多 低温 微生物 。 不 仅 
在 这 些 营养 丰富 的 冷藏 食品 中 存在 低温 微生物 ,Mcloy 在 营养 物 
质 缺 少 的 工业 用 循环 冷却 水 中 也 发 现 有 细菌 、 真 菌 及 藻类 。 由 于 
这 些 人 造 低温 环境 与 人 类 的 日 常生 活 及 生产 密切 相关 ,对 于 其 中 
存在 的 微生物 的 研究 也 日 益 引起 了 人 们 的 重视 ,这 些 研究 将 为 人 
类 健康 及 工业 生产 的 顺利 进行 提供 有 价值 的 理论 依据 。 


$5.3 低温 微生物 的 种 类 


低温 微生物 种 类 繁多 ,包括 细菌 ,真菌 .藻类 等 。 由 于 对 低温 
微生物 还 缺乏 广度 和 深度 上 的 研究 ,而 且 现 在 已 知 的 低温 微生物 
在 分 类 学 上 已 属于 不 同 的 属 , 在 此 我 们 并 未 对 低温 微生物 进行 分 
类 学 意义 上 的 系统 分 类 ,而 是 以 属 为 单位 对 已 知 的 低温 微生物 的 
种 类 进行 总 结 并 列 出 某 些 种 的 低温 微生物 。 

一 、 粘 细菌 

(1) 橙色 粘 球 菌 (Myzococcus fulvus) 

(2) 小 堆 多 讲 菌 ( Polyangium sorediatum ) 

从 北极 土壤 中 分 离 出 的 这 两 种 粘 细菌 具有 分 解 纤维 素 的 能 
力 ,但 它们 在 低 于 6 一 8 民 的 条 件 下 难以 生长 。 

二 、 蓝 细菌 

从 北极 土壤 中 分 离 到 的 一 种 念 球菌 ( Nostoc commn ) 在 TIC 条 
件 下 可 以 进行 固氮 作用 。 

三 、 细 菌 

在 已 知 的 低温 微生物 中 ,细菌 是 数量 和 种 类 最 多 的 ,我 们 将 一 
些 主要 的 低温 细菌 的 种 类 及 其 各 自 的 特点 列 于 表 S- 6; 
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表 5-6 低温 细菌 

菌 名 来 源 备 注 
哺 纤 维 菌 属 ( Cytophaga ) 北极 湖泊 ”适应 低 营 养 ,高 盐 环境 
无 色 菌 属 ( Achromatium ) 南极 盐湖 ”栖息 地 湖水 盐 度 高 达 47.4% 
螺 菌 属 ( Spirillum) 北海 海水 ”可 以 固氮 

江河 淤泥 
假 单 胞 苦 属 ( Pseudomonas ) 
丁香 假 单 胞 菌 (P. syringae) 树叶 作为 “ 冰 核 "在 形成 冰雪 的 过 程 


荧光 假 单 胞 菌 (P. fluorescens) 食物 
恶臭 假 单 胞 菌 (P. putida) ”冷冻 食物 
莓 实 假 单 胞 菌 (已 . jragi) 冷冻 食物 
微 红 假 单 胞 菌 ( 尸 . rupexcexs) 冷冻 食物 
致 金 假 单 胞 菌 (P. aureofaciens 冷 冻 食物 
黄 单 胞 菌 属 ( Xanthomonas ) 
变形 杆菌 属 ( Proteus) 


E RSR (Azotobacter ) 
圆 褐 固氮 菌 (A. chroococcum) 南极 冻 土 


冷冻 食物 
冷冻 食物 


MERCA. indicus) 南极 冻 土 
IOM BER ( Rhizobium ) 北极 
56 E É ER BR UB ( Klebsiella) 
产 气 克 雷 伯 氏 菌 ( KK .aerogenes) 
沙 雷 氏 菌 属 ( Serratia) 冷藏 食物 
耶 尔 森 氏 菌 属 ( Yersinia ) 


鼠疫 耶 尔 森 氏 菌 (Y. pestis) 


中 起 作用 

在 低 于 5 信条 件 下 生长 很 好 ， 
污染 冷藏 食品 

ERF 5 信条 件 下 生长 很 好 ， 
污染 冷藏 食品 

在 低 于 SU REP ERE 
污染 冷藏 食品 

在 低 于 SU 条 件 下 生长 很 好 ， 
污染 冷藏 食品 

在 低 于 SU RAE EA KAR, 
污染 冷藏 食品 

低温 条 件 下 分 解 蛋白 质 

低温 条 件 下 分 解 蛋 白质 

固氮 

固氮 

固氮 

在 低温 条 件 下 通过 增加 酶 量 来 
弥补 酶 活性 低 


一 2 一 一 54 人 生长 一 样 好 
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a 名 来 源 备 注 
弧 菌 属 ( Vibrio) 土壤 
海产 弧 菌 ( V. marinus) 海水 
鳝 弧 菌 (V. anguillarum ) 鱼 
气 单 胞 菌 属 ( Aeromonas ) 冷冻 食物 
黄 杆菌 属 ( Flavobacterium ) 土壤 \ 冷 
RED 
脱硫 弧 菌 属 ( Desul favibrio) 南极 厌 氧 条 件 下 ,进行 硫酸 盐 还 原 
作用 
莫 拉 民 菌 属 ( Morazella ) 湖水 \ 冷 
冻 食 物 
不 动 杆菌 属 ( Acinetobacter ) 湖水 , 冷 
冻 食物 
微 球菌 属 ( Micrococcus ) 南极 盐湖 、 0 信和 25 人 生长 一 样 好 
冷冻 食物 、 
鱼 
嗜 冷 微 球菌 ( M. cryophilus ) 细胞 膜 内 的 不 饱和 脂肪 酸 并 未 
增加 ,而 是 通过 缩短 饱和 脂 
肪 酸 链 来 保持 膜 的 流动 性 
葡萄 球菌 属 ( Staphylococcus ) 冷冻 食物 
/\ BEER IB ( Sarcia ) 南极 
芽孢 杆菌 属 ( Bacillus ) 温带 土壤 
南极 盐湖 
芽孢 杆菌 TA41(B.TA41) ”南极 产 蛋 白 酶 
巨大 芽孢 杆菌 (B. megaterium tR 一 2 一 一 40 亿 生长 一 样 良好 
枯草 芽孢 杆菌 (B. subtilis) ”温带 土壤 ”2 一 一 40 亿 生长 一 样 良好 
嗜 冷 芽孢 杆菌 (B. cryophilus) 
SEAR HOFF BA ( B. cereus) 冷藏 食物 
环 状 芽孢 杆菌 (B. circulans) 冷藏 食物 . 
球形 芽孢 杆菌 (B. sphaericus) 冷藏 食物 
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菌 名 来 源 备 注 


梭 菌 属 (Clostridium) 温带 土壤 
肉 毒 梭 菌 (C. botulinum) ”冷藏 食物 
矛 形 梭 菌 (C. hastiforme ) 冷藏 食物 
棒 杆 菌 属 ( Corynebacterium ) 温带 土壤 OC 和 25 人 生长 一 样 好 


H EFRA (Arthrobacter ) 温带 土壤 、 
两 极 

冰河 节 杆 菌 (A. glacialis ) 北极 冰 层 、 
洞穴 

短 杆菌 属 (Brevibacterium ) 温带 土壤 、 
海 冰 


小 杆 短 杆菌 (B. minuti ferula ) 海 冰 
AEF BIR ( Microbacterium ) 温带 土壤 
纤维 单 胞 菌 属 (Cellulomonas) ”温带 土壤 
库 特 氏 菌 属 ( Kurthia ) 温带 土壤 

冷藏 食物 

佐 氏 库 特 氏 菌 (K. copfii) ”冷藏 食物 
嗜 冷 菌 属 ( Psychrobacter ) 

TARY BCP. immobilis) ”南极 产 8 一 内 酰胺 酶 


四 、 放 线 菌 

ERJA ( Streptomyces ) 存 在 于 南极 土壤 。 诺 卡 氏 菌 属 ( No- 
cardia ) 亦 存在 于 南极 土壤 。 

五 、 酵 母 菌 

假 丝 酵母 菌 属 ( Candida ) 和 隐 球 菌 属 ( Cryptococcus ) 存 在 于 
南极 盐湖 。 

A Ae 

BK (Penicillium roqueforti E — 75~ -45€ BEATE. 

+. RX 

Chlamydomonas , Aukistrodesmus , Mesotaenium ~ Raphidone- 
ma nivale .Chloromanas pichinchae ,Cylindrocystis brebissonii 均 为 
在 冰雪 中 发 现 的 “冰雪 藻 ”。 
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第 6 章 微生物 菌 种 低温 保存 法 概述 


$6.1 微生物 菌 种 保藏 的 基本 原理 和 方法 


一 、 基 本 原理 

微生物 菌 种 的 保存 已 有 一 百 多 年 的 历史 。 从 19 世纪 著名 微 
生物 学 家 柯 赫 (Koch) 创 立 细菌 纯 培 养 技 术 开 始 ,微生物 菌 种 ( 纯 
种 ) 的 长 期 保存 问题 就 引起 微生物 学 家 的 高 度 重视 。 至 今 ,微生物 
菌 种 的 保存 方法 从 无 到 有 ,由 简单 到 复杂 ,不 断 更 新 ,不 断 完善 , 现 
已 有 二 十 几 种 保存 方法 。 尽 管 微生物 菌 种 的 保存 方法 很 多 ,但 原 
理 却 大 同 小 异 , 根 据 研究 和 生产 的 目的 ,选择 优良 的 菌 种 ;创造 干 
燥 .低温 缺 氧 、 避 光 和 贫乏 营养 的 条 件 ,使 菌 种 处 于 不 能 进行 旺盛 
的 新 陈 代谢 的 休 眼 状态 ;添加 适宜 的 保护 剂 ,控制 菌 种 保存 质量 。 
在 实际 工作 中 ,研究 人 员 可 选择 适用 范围 广 \ 保 存 期 长 ,稳定 性 好 、 
节省 人 力 物 力 的 方法 。 

=. Wik 

微生物 菌 种 保存 方法 虽然 很 多 (图 6 一 1) ,但 从 总 体 上 分 不 外 
乎 四 大 类 :传代 法 干燥 法 ,冷冻 法 及 冷冻 干燥 法 ,其 中 冷冻 保存 法 
和 冷冻 干燥 保存 法 是 目前 公认 的 长 期 保存 微生物 菌 种 的 最 安全 、 
可 靠 的 方法 。 

由 于 微生物 种 类 繁多 ,不 同类 别 的 微生物 之 间 千 差 万 别 , 其 各 
自生 长 .存活 所 需 的 外 界 条 件 也 各 式 各 样 ,在 实际 工作 中 选择 菌 种 
的 保存 方法 要 针对 不 同类 别 微生物 的 各 自 特点 ,并 从 保存 菌 种 的 
目的 出 发 。 一 般 来 说 ,选择 菌 种 保存 方法 应 注意 以 下 几 点 : 

(1) 保证 菌 种 具有 较 高 的 存活 能 力 。 菌 种 在 保存 过 程 中 会 导 
致 存活 能 力 降低 ,甚至 死亡 。 因 此 ,为 了 避免 菌 种 丢失 ,选择 保存 
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方法 首先 要 考虑 菌 种 的 存活 能 力 ,必须 保证 所 使 用 的 保存 方法 能 
使 菌 种 存活 尽 可 能 长 的 时 间 。 


生活 态 一 一 传代 培养 保存 法 (常温 ) | 连续 在 培养 基 上 (内 ) 移 种 
连续 在 活 寄主 上 (内 ) 移 种 


| 清和 人 小 试管 再 放 和 人 大 试管 干燥 器 中 (4 ) 
[FERRA] o | 而 六 直接 真空 于 法 
| HAREGO) | (ap L- TAR) 
na DERETA 
种 保 Tie +m 
存 法 es Par 
土壤 + 砂粒 
| 球 块 状 载 体 | 硅胶 
吸附 在 合适 的 Pe 
载体 上 (4C) we 
as 薄片 状 载体 | 明胶 小 片 ( 滴 在 蜡纸 板 上 干燥 而 成 ) 
血清 便 白 小 片 ( 滴 在 聚 乙 焕 济 且 上 干燥 ) 
有 机 基质 | 曲 料 
wt 
固体 斜面 (4C ) 
mre 半 固体 琉 脂 柱 (4 ) 
RKC) 


液体 介质 < RAE) 
其 他 最 液 ( 低 温 ) 


保护 剂 (甘油 、 二 甲 亚 砚 )( 液 氢 ) 
图 6-1 微生物 菌 种 保存 的 基本 方法 

(2) 避免 筛选 导致 的 菌 种 细胞 群体 组 成 变化 。 在 对 菌 种 进行 
保存 处 理 的 过 程 中 会 有 部 分 细胞 死亡 ,由 于 保存 菌 种 起 始 浓度 很 
高 ,这 种 情况 容易 被 忽视 。 但 随时 间 延 长 ,存活 细胞 逐渐 减少 , 因 
而 有 必要 对 菌 种 进行 筛选 ,在 筛选 过 程 中 有 可 能 导致 菌 种 性 质 发 
生变 化 。 因 此 ,选择 保存 方法 需 使 保存 菌 种 细胞 存活 数量 尽量 接 
近 于 起 使 存活 细胞 的 数量 ,保持 菌 种 细胞 群体 的 均一 性 。 

(3) 保持 菌 种 的 纯度 。 保 存 方法 要 最 大 限度 地 减少 菌 种 被 污 
染 的 机 会 。 

(4) 避免 菌 种 遗传 性 质 的 改变 。 一 些 菌 种 在 科研 和 生产 上 具 
有 重大 价值 ,在 保存 过 程 中 必须 保持 菌 种 的 遗传 特征 不 发 生变 化 ， 
避免 保存 过 程 中 菌 种 发 生 突变 或 质粒 丢失 

(5) 控制 菌株 的 数量 。 保 存 菌 种 的 数量 要 与 保存 菌 种 所 需 的 
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操作 时 间 和 场所 相 适 应 。 

(6) 注意 菌 种 的 价值 。 对 于 价值 较 高 的 菌 种 ,最 好 用 两 种 以 
上 的 方法 保存 ,以 免 菌 种 丢失 造成 重大 经 济 损失 ,而 对 一 般 菌 种 则 
要 考虑 保存 方法 的 费用 高 低 。 

(7) 节省 费用 。 菌 种 保存 涉及 到 人 员 仪器 物资 及 场所 等 诸 
多 方面 的 费用 问题 ,要 综合 考虑 。 一 些 保 存 方法 如 冷冻 干燥 所 需 
设备 昂贵 ,但 通过 此 法 保存 的 菌 种 存放 时 间 长 ,与 传代 保存 法 所 耗 
费 的 人 力 费 用 相 比 并 不 高 。 

(8) 方便 菌 种 的 供应 和 运输 。 一 些 菌 种 需要 有 备份 ,以 便于 
随时 提供 菌 种 ,这 些 备份 菌 种 的 保存 方法 既 要 方便 ,又 要 便于 运 
输 ,并 且 能 保持 菌 种 存活 。 

(9) 预见 菌 种 的 使 用 频率 。 某 些 菌 种 使 用 频率 很 高 ,所 用 的 
保存 法 要 使 菌 种 复苏 容易 ,而且 被 污染 的 机 会 少 。 

=, RERE 

对 微生物 菌 种 进行 保存 时 ,需要 遵循 一 定 的 操作 规程 ,各 专业 
保藏 机 构 都 有 自己 的 一 整套 方法 , 现 将 CCTCC 微生物 菌 种 保存 
规程 概括 如 下 , 见 图 6-2。 

细菌 ” 放 线 菌 ”酵母 菌 ” 丝 状 真菌 ”病毒 ”噬菌体 单 细胞 藻 株 ”质粒 
菌 种 收集 
复核 
¥ 
增 殖 


+ 
| 入 库 
M 
> BAS AMYL 
图 6-2 CCTCC 微 生物 菌 种 保存 规程 
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§6.2 冷冻 保存 法 


一 、 原 理 

在 低温 冷冻 条 件 下 ,细胞 的 代谢 活动 几乎 停止 而 处 于 休 眼 状 
态 , 菌 种 在 这 种 状态 下 能 长 期 保存 。 但 这 种 低温 冷冻 条 件 也 会 对 
细胞 造成 一 定 的 损害 :一 是 由 于 脱水 而 使 电解 质 浓度 过 高 ,因此 ， 
对 将 要 冷冻 保存 的 菌 液 , 除 特 殊 情 况 下 不 宜 加 电解 质 , 非 加 不 可 
时 ,也 加 最 小 量 ;二 是 由 于 结 冰 可 能 对 细胞 造成 结构 上 的 损伤 ,为 
了 减少 这 种 伤害 ,可 适当 调节 冷冻 速度 或 在 细胞 悬 液 中 添加 适合 
的 保护 剂 。 一 般 来 讲 ,冷冻 速度 较 慢 时 ,只 有 菌 体外 的 水 结 冰 ; 冷 
冻 速 度 较 快 时 ,细胞 内 也 结 冰 , 而 且 细 胞 越 大 , 越 容易 产生 细胞 内 
结 冰 。 加 甘油 等 防冻 剂 可 防止 细胞 外 结 冰 所 引起 的 损伤 ,也 就 是 
说 缓慢 冷冻 的 效果 较 好 ,而 细胞 种 类 和 添加 保护 剂 的 种 类 和 浓度 
的 不 同 是 影响 细胞 内 结 冰 速 度 的 重要 因素 。 对 微生物 而 言 ,冷冻 
速度 低 于 每 分 钟 100Y 时 不 必要 担心 细胞 内 结 冰 。 冷 冻 保存 菌 种 
的 效果 除 与 上 述 两 方面 因素 有 关外 , 菌 龄 . 菌 浓度 等 也 影响 保存 效 
果 。 一 般 认为 ,对 数 期 细胞 抗 冷冻 能 力 强 ; 菌 浓度 较 高 则 菌 种 存活 
机 会 也 增高 ,保存 期 也 延长 。 另 外 ,冷冻 保存 菌 种 复苏 时 融 解 速度 
要 快 ,尽量 避免 反复 冻 融 。 

二 、 方 法 

冷冻 保存 菌 种 一 般 在 -20C 下 进行 ,温度 越 低 效果 越 好 ,可 分 
为 低温 冰箱 法 .干冰 法 及 液 氮 保 存 法 。 

(一 ) 低温 冰箱 法 

低温 冰箱 保存 菌 种 所 使 用 温度 一 般 为 -20~ - 700, BAM 
生物 在 — 20T 左右 保存 时 效果 就 很 好 ;但 是 ,保存 温度 在 -30Y 以 
上 时 ,由 于 低 溶 点 混合 物 使 细胞 暴露 于 高 盐 环境 而 受 损 。 况 且 实 
际 贮藏 时 ,微小 的 温度 变化 会 引起 溶液 反复 冻 融 而 损伤 细胞 ,不适 
于 长 期 保存 蓝 种 。 在 更 低 的 温度 条 件 下 保存 菌 种 不 仅 保存 时 间 
长 ,而 且 还 可 以 不 必 在 意 冷冻 速度 ,操作 非常 方便 。 使 用 低温 冰箱 
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保存 菌 种 时 要 注意 停电 和 机 器 故障 ,为 了 安全 最 好 自 备 发 电机 。 

(二 ) 干冰 保存 法 

干冰 温度 大 致 为 -70C ,此 法 的 最 大 优点 是 简单 .方便 ,便于 
运输 菌 种 ;缺点 是 温度 不 稳定 ,而 且 保存 过 程 中 要 考虑 到 二 氧化 碳 
侵入 保存 容器 的 问题 ,因为 二 氧化 碳 可 能 对 一 些 酸 敏感 的 菌 种 不 
利 。 

(=) 液 氮 保存 法 

液 氮 保存 法 是 将 微生物 于 一 196 人 的 液 氮 超低温 保存 。 几 乎 
所 有 的 微生物 都 可 长 期 冻 存 于 液 气 中 ,特别 是 对 霉菌 的 菌 丝 、 大 多 
RRA ,原虫 等 冷冻 干燥 较 困难 的 微生物 的 长 期 保存 很 有 利 。 菌 
种 保存 时 间 的 长 短 ,存活 率 的 高 低 .遗传 性 状 的 稳定 程度 与 冻 存 温 
度 相关 ,温度 越 低 效 果 越 佳 。 所 以 ,在 有 条 件 的 实验 室 ,特别 是 长 
期 保存 微生物 种 子 或 用 其 他 方法 保存 效果 不 佳 的 微生物 时 ,多 采 
用 液 氮 保存 。 尽 管 冻 存 温度 对 微生物 的 保存 效果 有 直接 的 影响 ， 
但 是 ,其 他 因素 诸如 微生物 的 菌 龄 菌 浓度 ,保护 剂 中 电解 质 的 浓 
BE ,保护 剂 的 浓度 等 也 必须 加 以 考虑 ,它们 也 不 同 程度 地 影响 菌 种 
的 冻 存 效果 。 

微生物 菌 种 冻 存 于 液 氨 中 ,其 代谢 活动 停止 ,完全 处 于 休眠 状 
态 。 所 以 , 液 氮 保存 不 仅 使 菌 种 的 存活 率 高 ,防止 菌 种 变异 ,而 且 
能 延长 保存 时 间 。 它 是 目前 长 期 保存 微生物 菌 种 的 最 佳 方法 ,已 
被 许多 菌 种 保藏 单位 和 专业 研究 室 所 采用 。CCTCC 用 液 氨 保存 
微生物 菌 种 和 无 孢子 的 真菌 菌 丝 ,复苏 率 达 95% 以 上 ,稳定 性 好 ， 
安全 可 靠 。 下 面 介绍 其 操作 程序 , 供 微生物 工作 者 选用 。 

(1) 安 施 的 准备 ”微生物 菌 种 用 液 氮 保存 受 容器 的 限制 ,一 
般 仅 保存 少量 的 种 子 , 安 阁 数 极 少 (2 一 5 个 / 株 ), 所 以 常用 无 菌 塑 
料 冷冻 管 冻 存 。 如 大 批量 保存 ,可 选用 1.2ml 玻璃 安 额 ,用 常 法 清 
洗 , 打 标签 ( 菌 名 .批号 日 期 ) ,包扎 安 阁 .于 18900 干 热 灭 菌 4 小 
时 ,或 121Y 高 压 灭 菌 35 分 钟 , 烘 干 备 用 。 

(2) 集 菌 ” 待 冻 存 微生物 在 适宜 的 培养 条 件 下 培养 到 生长 的 
最 佳 状态 (细菌 培养 到 对 数 生长 后 期 ,病毒 达到 感染 宿主 的 高 峰 )， 
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用 常 法 收集 菌 体 。 

(3) 保护 剂 配制 ”选择 优质 的 甘油 或 二 甲 亚 砚 (DMSO) 作 为 
冻 存 保护 剂 。 甘 油 于 1210 AREKE 1S 分 钟 ,分 装 于 贮备 管 , 保 
AF 2~-8U , 使 用 时 与 菌 悬 液 等 量 混 合 即 可 。 二 甲 亚 砚 以 过 滤 除 
万 的 方法 制备 为 妥 , 使 用 时 以 5% 一 10% 的 浓度 为 佳 。 

(4) PRE CKE) 待 冻 存 菌 经 集 菌 后 悬浮 于 磷酸 缓冲 
液 中 ,调整 浓度 至 10 一 10/ml, 加 入 5% 一 10% 的 保护 剂 ,充分 混 
匀 , 加 0.5 一 1.0ml BRUNA. FRBARMBT ,玻璃 安 颜 
火焰 封口 .检查 密封 情况 。 

(5) 预 冻 

O 程控 降温 预 冻 :CCTCC 所 采用 的 预 冻 在 程控 降温 仪 中 进 
行 ,通常 以 -0.1C /min 速率 降 至 -~ 40T ,或 以 - 10. 0C /min K 
至 -9%0C 以 下 。 如 冻 存 莹 类 \ 原 生动 物 或 某 些 特殊 的 微生物 ,可 适 
当 调 整 降温 速率 。 

@ 机 械 冰箱 预 冻 : 无 程控 降温 仪 的 实验 室 可 采用 机 械 冰箱 预 
WREEF 4KC 30 分 钟 、- 30 30 分 钟 、 70C 至 少 1.0 小 
时 ,然后 转 人 液 氨 气相 或 液 相 贮存 。 

(6) 贮存 ” 液 氨 容器 内 气相 温度 一 般 在 - 1300 以 下 , 液 相 为 
~ 196 。 微 生物 菌 种 长 期 贮存 可 存放 于 液 氮 液 相 ,短期 贮存 则 存 
放 于 气相 ,这 样 存 取 方 便 。 

(7) AI HRTF 37400 水 浴 快 速 解冻 , 接 种 菌 液 至 适 
宣 的 生长 培养 基 中 培养 。 冻 存 过 的 菌 液 一 次 用 完 , 安 客 反复 冻 融 
将 加 速 微生物 的 死亡 ,不 宜 采 用 。 

(8) 冻 存 记 录 ”记录 对 液 氮 贮存 微生物 菌 种 尤为 重要 。 存 放 
安 诅 后 ,一 定 要 认真 记录 存放 位 置 安 谣 数 量 等 数据 。 

(9) 注意 事项 

O 由 于 液 氨 不 断 蒸 发 ,必须 经 常 补充 液 氨 , 否 则 温度 上 升 会 
导致 菌 种 死亡 。 

O 制备 液 氮 的 仪器 贵重 ,此 方法 费用 较 高 ,而 且 占 用 空间 较 
大 ,运输 不 方便 ,应 视 条 件 选 用 。 
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© 用 玻璃 仪器 保存 菌 种 时 ,如 果 容器 密封 不 好 , 液 乞 可 渗入 
到 容器 内 , 当 温度 升 高 时 . 液 氮 迅 速 蒸发 可 能 导致 爆炸 ,采用 液 氮 
燕 气 保存 可 避免 这 一 现象 ;但 由 于 液 氢气 相 温度 ( - 140Y ) 高 于 液 
相 温度 ( - 196°C ) ,效果 不 如 后 者 。 


8$6.3 ”冷冻 干燥 保存 法 


一 、 原 理 

冷冻 干燥 是 一 种 保存 细菌、 病毒 ,酵母 、 产 孢子 真菌 及 其 他 微 
生物 的 有 效 方 法 ,原理 很 简单 。 首 先 使 微生物 冷冻 ,然后 在 减 压 下 
利用 升华 现象 除去 水 分 ,使 微生物 处 于 干燥 、 缺 氧 状态 ,其 生理 活 
动 停止 。 安 施 贮 于 低温 条 件 下 ,能 长 期 保存 ,尤其 是 有 利于 微生物 
菌 种 的 取 存 .运输 销售, 交换。 冷冻 干燥 法 保存 菌 种 需要 冷冻 干 
燥 机 ,常用 的 冻 干 机 有 两 种 类 型 :离心 式 和 箱 式 。 

采用 离心 式 冻 干 机 冷冻 干燥 菌 种 时 ,以 冷冻 和 真空 来 减少 菌 
悬 液 的 潜 热 。 第 一 次 干燥 阶段 ,通过 离心 增加 悬 液 暴 露 的 表面 积 
并 避免 溶 于 菌 悬 液 中 的 气体 外 逸 时 产生 泡沫 。 在 第 二 次 干燥 阶 
段 ,采用 歧 管 进一步 以 真空 除去 剩余 的 水 分 。 安 颜 在 真空 或 充 人 
惰性 气体 的 状态 下 密封 ,保存 。 利 用 箱 式 冻 干 机 时 , 菌 悬 液 在 真空 
干燥 之 前 要 预 冻 , 样 品 装 在 小 玻璃 瓶 中 ,不 需 以 歧 管 进行 二 次 干 
燥 。 总 体 而 言 ,离心 式 冻 干 法 比 箱 式 冻 干 法 应 用 得 更 为 广泛 。 其 
优点 之 一 是 可 在 安 阁 中 填 装 棉花 ,避免 交叉 污染 ;也 可 以 防止 打开 
SM RABAT REAR. KALI, RBA 
以 橡皮 塞 封口 的 玻璃 小 瓶 好 ,保存 时 间 更 长 。 

二 、 方 法 

冷冻 干燥 的 方法 很 多 ,各 种 微生物 菌 种 保藏 手册 ,专著 中 均 有 
论述 ,下 面 介绍 的 是 OCTCC 常用 的 方法 。 

(一 ) KREK 

(1) 选 料 清洗 ”CCTCC 选用 优质 的 硬 质 玻璃 (95# 料 ) 制 备 
安 丫 管 (武汉 大 学 玻璃 厂 )。 使 用 前 ,用 稀 铬 酸 洗 液 浸 泡 2 一 3 小 
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BY A AKKER H , AK HK Bik , 烘 干 备用 。 

(2) TRE PEMD: OMENAA HE ORS: OR 
干 日 期 。 

(3) KR RAMS, BAT MAAR ARR FE AL, 
于 1210 高 压 灭 菌 30 SP, 37C AR, KA BRA 30 分 钟 ,60 一 
SOC HFS AL. 

(=) 保护 剂 的 配制 

(1) 脱脂 牛奶 ” 称 取 脱 脂 牛 奶粉 (Skim milk, Difco 0023) 
20g, 溶 于 100ml 双 蒸 水 中 ,分 装 小 试管 (Sml/ 支 ) ,于 116C HEK 
W 20 分 钟 。 随 机 取样 ,接种 0.2ml 于 LB 培养 基 ,培养 过 夜 , 作 无 
菌 检查 ,阴性 结果 均 可 使 用 。 

(2) 糖 类 血清 及 对 高 温 敏 感 的 保护 剂 ” 含 糖 类 物质 .血清 等 
保护 剂 对 热 敏 感 ,高 压 灭 菌 容易 变性 ,失去 低温 保护 剂 作 用 ,所 以 
采用 0. 22pm 的 滤器 (Miltipore Co. USA) 过 滤 除 菌 。 保 护 剂 的 使 
用 浓度 视 不 同 菌 种 的 需要 而 定 。 

(=) 菌 悬 液 制备 

(1) 菌 龄 的 选择 ” 菌 龄 的 长 短 影响 冻 干 的 效果 。 一 般 而 言 ， 
产 孢 子 菌 种 以 冻 二 保存 孢子 为 宜 , 不 产 孢 子 菌 种 则 以 对 数 生 长 后 
期 的 菌 体 最 佳 。 适 时 收集 菌 体 可 提高 冻 干 后 的 存活 率 。 

(2) 集 菌 ” 按 常规 收集 菌 体 (或 孢子 ), 用 无 菌 生理 盐水 或 磷 
酸 缓冲 液 (0. 1molML,pH7.2) 洗 涤 , 除 去 残余 的 培养 基 成 分 及 代谢 
产物 ,3500r/min 离心 , 弃 上 清 液 ,收集 菌 体 备用 。 

(3) 悬浮 菌 体 ”将 收集 的 菌 体 或 玖 子 用 20%(W/ZV) 的 无 菌 
脱脂 牛奶 或 其 他 保护 剂 悬浮 ,要 充分 吸 打 菌 体 , 制 成 均匀 的 菌 体 或 
单 钨 子 悬浮 液 ,浓度 为 108 一 10?/ml。 

(四 ) are ea 

用 无 菌 操作 分 装 菌 液 到 安 施 中 ,每 支 0.2ml, 分 装 采用 巴 氏 吸 
管 或 微量 进 样 器 。 操 作 尽 可 能 快 ,减少 菌 液 在 室温 的 存放 时 间 。 
如 样品 太 多 ,分 装 后 的 安 阁 暂 贮 于 4 已 冰箱 。 

(五 ) 预 冻 
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将 样品 安 辣 置 于 4 人 30 分 钟 , — 30T 30 分 钟 ,-70C2 一 3 小 
Bj. 延长 -70YK 的 预 冻 时 间 不 会 影响 冻 干 存活 率 ,如 不 能 及 时 冻 
干 , 可 暂 贮 于 一 70C 。 

(A) 冻 干 

CCTCC 采用 英国 爱德华 公司 冻 干 机 冻 干 菌 种 。 该 机 操作 方 
便 , 冻 干 效果 好 ,一 次 可 冻 300 支 安 丫 。 常 规 冻 干 条 件 为 冻 室温 
KE: — SOC ,真空 度 为 0.02Mbr, 时 间 为 8~ 12 小 时 。 

(七 ) 封口 (第 二 次 真空 封口 ) 

菌 种 安 颜 冻 干 后 ,取出 进行 二 次 真空 封口 。 封 口 前 后 的 安 颜 
用 真空 检测 计 检 测 真空 度 , 确 保安 丫 内 处 于 真空 状态 。 


制备 保护 剂 接 种 RRS 
+ Y + 

K Ë 培 养 SABE 
t + v 

检 测 k 菌 打 标 签 
1] v } 

合 格 一 > 菌 悬 浮 液 塞 棉签 


M + 
DREM * 一 灭 菌 


建 档 
图 6-5 CCTCC 微生物 菌 种 冻 干 保存 操作 程序 
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OV) 活性 检测 

菌 种 冻 干 后 抽样 ,用 液体 培养 基 作 生长 测定 ,观察 菌 体形 态 、 
产 孢 子 情况 ;用 固体 琼脂 平板 计数 法 测定 活 菌 数 。 

( 九 ) 贮存 

菌 种 安 施 贮存 于 4 冷库 ,并 定期 抽样 检查 菌 种 的 存活 性 、 某 
些 遗 传 特征 及 生物 学 特性 的 稳定 性 。 

(十 ) 建 档 

将 库存 菌 种 建立 贮存 档案 ,并 将 有 关 数 据 输入 微机 数据 库 ,由 
专人 管理 。 微 生物 冻 干 保存 的 操作 程序 见 图 6 一 5。 


$6.4 菌 种 保存 的 质量 控制 及 效果 评估 


一 、 微 生物 菌 种 保存 的 质量 控制 

与 动物 细胞 保存 质量 控制 相 比 ,微生物 菌 种 保存 的 质量 控制 
方法 要 简单 得 多 ,检测 项 目 也 比较 少 ,普通 实验 室 均 可 做 到 。 其 常 
规 方法 是 检测 菌 种 存活 性 和 纯度 ,对 每 批号 的 冷冻 或 冻 干 菌 种 ,此 
两 项 常规 检测 是 必 做 的 。 大 批量 的 安 施 制备 ,要 检测 数 支 安装 , 通 
常 每 批号 中 按 1/50 的 比例 抽样 检测 存活 性 ,纯度 、 特 性 试验 和 含 
水 量 等 项 目 。 

(一 ) 活性 检测 

对 细菌 和 某 些 真菌 ,采用 稀释 平板 菌落 计数 法 检测 存活 率 ; 对 
病毒 噬菌体 , 则 用 空 斑 检测 法 测定 存活 性 ;对 其 他 微生物 菌 种 , 选 
用 适宜 的 方法 检测 活性 。 方 法 的 选择 以 能 正确 评估 菌 种 存活 率 为 
基础 。ATCC 选用 一 种 简单 的 方法 检测 芯 种 的 存活 性 ,其 操作 方 
法 如 下 :将 冻 二 安 颜 中 的 菌 种 用 0.3 一 0. Sml 培养 液 复 水 (冷冻 安 
F 37 仿 水浴 解 冻 ,直接 接种 ) ,转移 菌 悬 液 至 装 有 5 一 6ml 培养 
液 的 试管 中 ,充分 混 匀 。 吸 0.1ml 菌 液 在 琼脂 平板 边缘 作 三 点 式 
滴 样 接种 ,倾斜 平板 ,让 菌 液 自动 流 过 琼脂 平板 表面 ,形成 三 条 均 
匀 的 接种 菌 带 , 适 温 培养 接种 平板 。 当 平板 长 出 菌落 后 ,对 每 条 菌 
带 进行 评估 。 生 长 带 低 于 100 个 菌落 的 菌 种 批号 被 认为 是 不 合 
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格 ,应 重新 制备 保存 批号 。 

(二 ) 纯度 检测 

任何 一 批号 的 菌 种 都 要 测定 其 纯度 ,证 明确 实 无 污染 源 存 在 
后 , 方 可 长 期 贮存 。 细 菌 和 某 些 真菌 可 通过 划 线 分 离 法 观察 菌落 
形态 , 纯 的 培养 物 菌落 形态 应 是 一 致 的 。 异 常 菌 落 的 出 现 ,可 被 怀 
疑 有 污染 源 存在 ,重新 取样 划 线 ,比较 分 析 结 果 ,一 旦 确证 污染 批 
号 ,所 有 的 安庆 经 高 压 灭 菌 ,废弃 ,重新 制备 保存 批号 。 有 时 也 可 
用 选择 培养 基 来 检测 污染 的 存在 。ATCC 将 待 检 的 真菌 样品 接种 
到 含 0.1% 醇 母 浸 汁 的 营养 肉 汤 培养 基 中 ,以 检测 细菌 的 污染 。 

(三 ) 特性 试验 

很 多 微生物 菌 种 都 具有 某 种 生物 学 特性 或 遗传 标记 ,如 抗 药 
性 、 致 病 性 营养 缺陷 型 ,特异 酶 活性 特殊 代谢 产物 等 。 这 些 特性 
的 检测 试验 很 难 常规 进行 ,只 有 根据 需要 选择 进行 。 特 别 是 当 菌 
种 具有 的 某 种 特性 决定 其 应 用 价值 时 ,在 保存 过 程 中 适时 检测 是 
至 关 重 要 的 ,否则 就 失去 了 保存 的 意义 。 

(四 ) 含水 量 测定 

冷冻 干燥 法 保存 微生物 菌 种 时 ,含水 量 与 贮存 效果 密切 相关 。 
含水 量 在 1% 一 3% 范围 内 ,一 般 对 贮存 效果 影响 不 大 ; 若 超过 
5% , 安 颜 贮 存在 温度 较 高 的 条 件 下 , 菌 种 存活 率 显 著 下 降 。 所 以 
菌 种 采用 冻 干 保存 时 ,通常 要 测定 冻 干 菌 种 的 含水 量 。 含 水 量 的 
测定 有 失重 法 RK 一 费 希 尔 法 。 失 重 法 简单 .方便 ,比较 适用 , 现 
介绍 如 下 。 

取 冻 干 的 菌 种 安 诅 数 支 , 精 确 称 重 , 放 于 盛 有 PLO, 的 真空 干 
燥 器 中 ,维持 60C 干燥 至 恒 重 ;或 将 干燥 的 制品 保持 真空 度 
133322Pa 干燥 致 恒 重 ;也 可 将 样品 置 10SY 烘箱 中 烘 至 恒 重 , 含 水 
量 按 下 式 计 算 : 

失去 的 重量 


菌 种 含水 量 (% ) = ERREA x 100 


(五 ) 质量 控制 规范 化 管理 
质量 控制 还 涉及 许多 其 他 项 目 ,这 些 项 目 要 在 保存 制备 过 程 
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的 不 同 阶段 进行 ,因此 ,详细 的 实验 记录 和 规范 管理 尤为 重要 。 像 
ATCC、CCTCC 这 样 专业 化 的 菌 种 保存 机 构 ,都 设计 了 一 系列 的 
记录 表格 ,用 于 菌 种 保存 的 质量 控制 ,形成 规范 化 的 管理 。 有 时 检 
测 的 几 个 程序 由 不 同 的 操作 者 负责 完成 ,只 要 每 人 按 程序 填写 记 
录 表 格 ,最 终 可 形成 完整 的 检测 结果 记录 , 供 统一 分 析 。 记 录 标 准 
化 的 优点 还 在 于 简单 明确 ,省 去 操作 者 的 记录 时 间 , 避 免 某 种 繁杂 
的 记录 描述 ,在 统一 分 析 时 一 目 了 然 。 下 面 列 出 一 些 常用 的 记录 
表格 , 供 参考 。 

(1) 增殖 培养 记录 

@ 培养 物 : 属 种 名 ,编号 ,批号 ,危险 级 别 


@ 培养 基 : 种 类 ,批号 ,固体 或 液体 

@ 培养 条 件 :温度 TRÉ ,静止 

@ 传代 培养 :容器 种 类 _ ,容器 数量 ,培养 基 加 量 
,总 体积 (ml) 5 

© 培养 状况 :培养 时 间 (h) pH 变化 , 菌 体 混浊 度 或 
HEER ; 

© 工作 区 域 无 菌 空气 的 检测 :各 类 微生物 在 平板 上 生长 数 (个 ) 
ARERO o 


操作 者 签名 
日 期 
(2) 活性 检测 记录 
D 培养 物 : 属 种 名 _ ,编号 ,批号 ,危险 级 别 
__ ,检测 安 阁 数 ,稀释 培养 基 o 
© 保存 前 的 计数 : 活 细胞 数 /ml ,接种 培养 基 ,接种 量 
,批号 , 菌 体 生 长 情况 , 合 ,不 合格 
© 保存 后 的 计数 ; 活 细胞 数 /ml ,接种 培养 基 ,接种 量 
,批号 , 菌 体 生长 情况 ,合格 ,不 合格 
操作 者 签名 


日 期 
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(3) 纯度 测定 记录 


Oz 培养 物 : 属 种 名 ,编号 ,批号 KM 
— ERRI  。 
O 保存 前 的 计数 :克隆 形态 č < MORREREM MM 
形态 ,异常 克隆 o 
@ 保存 后 的 计数 :克隆 形态 ”_, 革 兰 氏 染色 反应 ,细胞 
形态 。 sR, 
操作 者 签名 
日 期 
(4) 特性 试验 
D 培养 物 : 属 种 名 ,编号 ,批号 ESE 
— ERRI o 
© 检测 项 目 : 抗 药性 , 致 病 性 RIG 
BHAE O RI _ ,其 他 : 
© SER: 
Be WM 
b. _ o 
C22 | eae g 
操作 者 签名 
日 期 o 
(5) 冻 存 记录 
© 培养 物 : 属 种 名 ,编号 ,危险 级 别 o 
O 安 施 制 备 :批号 , 安 颜 总 数 BR Ee +H! 
料 冷冻 管 ° 
@ 安 额 分 装 : 活 细胞 数 /ml ， 分 装 菌 液 (ml)/ 支 ， 
安 颜 分 装 总 数 ,玻璃 安 颜 封口 , 检 漏 情况 e 
© Bik: RMU 
RAF T /min 到 t T Amin 到 
Co EF: RMR -70C 层 _ 格 号 架子 。 
CRRA 区 号 吊 桶 号 安 额 来。 
操作 者 签名 


日 期 
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(6) KFR 


O 培养 物 : 属 种 名 _ ,编号 ,危险 级 别 ° 
@ 安 施 制备 :批号 KK Rw Cc 
__h(min). 
O KADR : VA HK mal ,保护 剂 _ ,分 装 安 颜 数 
_ HORR o 
图 预 冻 : 安 阁 放 T h(min) Cc _h 
(min) 转 移 至 htmin)。 
O 冻 干 : 冻 干 机 温度 (C ) 真空 度 (mbr) 冻 干 时 间 
__h(min)。 
© 含水 量 :检测 方法 ,含水 量 (% ) o 
@ 二 次 真空 封口 :真空 度 (mbr) 封口 情况 o 
@ 贮存 : 安 颜 贮 放 _ Co 
操作 者 签名 
日 期 
二 、 微 生物 菌 种 保存 效果 的 评估 


事物 总 是 一 分 为 二 ,无 绝对 可 言 。 微 生物 是 活 的 有 机 体 , 除 了 
保存 方法 本 身 的 问题 外 ,还 涉及 微生物 的 菌 龄 浓度、 保护 剂 诸 多 
因素 ,加 之 微生物 的 多 样 性 ,决定 了 菌 种 保存 方法 的 多 元 化 。 所 
以 ,任何 一 种 保存 方法 不 可 能 对 所 有 的 微生物 菌 种 都 是 有 效 的 。 
例如 ,冷冻 于 燥 法 广泛 用 于 多 种 微生物 区 种 保存 ,特别 是 对 细菌 保 
存 效果 其 佳 ,而 对 无 孢子 丝 状 真 菌 的 保存 效果 就 不 理想 。 液 氮 保 
存 法 几乎 对 各 种 微生物 都 有 效 ,但 要 求 特殊 液 气 容器 ,由 专人 严格 
管理 ,况且 , 液 氮 的 来 源 受 一 定 条 件 的 限制 ,广泛 应 用 也 不 现实 。 
作者 认为 ,对 于 条 件 较 差 的 实验 室 或 基层 单位 ,因地制宜 地 开展 微 
生物 菌 种 保存 也 是 完全 可 行 的 。 如 薛 明 清 等 采用 简易 干燥 滤纸 片 
法 于 4C 保存 24 株 痢疾 杆菌 .4 株 金 黄色 葡萄 球菌 和 1 株 大 肠 杆 
菌 ,存活 期 在 2 年 以 上 。 颜 进 则 选用 鸡蛋 斜面 接种 淋 球 菌 、 葡 萄 球 
菌 .痢疾 杆菌 AR REEF BR 、 变 形 杆菌 ` 炭 人 这 杆菌 、 粘 质 沙 霉 氏 菌 、 肺 炎 
克 雷 伯 氏 菌 .黄色 微 球 菌 和 白喉 杆菌 37 培养 24 一 48 小 时 后 , 取 
出 将 棉 塞 换 成 灭 菌 的 橡皮 塞 , 置 4 保存 。 葡 萄 球菌 和 肠 道 菌 可 
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保存 3 年 以 上 ; 淋 球菌 和 白喉 杆菌 保存 半年 以 上 ;溶血 性 链球 菌 和 
肺炎 球菌 至 少 可 保存 2 个 月 。 有 人 将 霍乱 弧 菌 用 0.01mol 人 L、 
pH8.0 PBS 稀释 的 碱 性 蛋白 腑 水 悬浮 ,于 22 一 28 仿 保存 ,可 存活 2 
一 3 年 以 上 ;而 在 4~8 人 C 中 保存 仅 存 活 15 天 。 这 些 方法 简单 可 
行 ,容易 做 到 。 当 然 , 假 如 分 离 或 鉴定 了 新 的 微生物 菌株 ,或 者 从 
国外 索取 新 的 培养 物 ,你 最 好 送 至 专业 保存 机 构 长 期 保存 ,这 对 深 
入 ,持久 地 进行 研究 是 非常 重要 的 。 
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第 7 章 各 类 微生物 菌 种 的 低温 保存 


$7.1 细菌 的 低温 保存 


一 、 冷 冻 干燥 保存 法 (英国 NCIC 法 ) 

(一 ) 保护 剂 配制 

(1) 肌 醇 血清 : 肌 醇 Sg, 马 血清 100ml, 过 滤 除 菌 。 

(2) 肌 醇 肉 汤 :Oxoid 营养 肉 汤 干粉 2. Sg, VIBE Sg, 1B Kk 
100ml,121C 灭 菌 15 分 钟 。 

(=) 菌 悬 液 制 备 

按 常规 方法 接种 ,培养 至 对 数 后 期 ,加 入 适量 保护 剂 ,制备 成 
浓度 约 为 1 x 108 个 /ml 菌 悬 液 。 

(=) RHA 

ESR PEE Ee ARE (100mm x 7.0~7. 5mm) , H 2% th EE 
泡 过 夜 , 用 自来水 和 蒸馏 水 洗 净 、. 烘 于 。 在 5mm Xx 30mm 标签 纸 
上 做 好 标记 , 装 入 管 中 , 塞 人 脱脂 棉 ,121YC 15 分 钟 灭 菌 二 次 。 

(四 ) ape de 

用 灭 菌 巴 氏 吸管 采取 无 菌 操作 将 0.1~0.2m 菌 悬 液 加 入 灭 
RRMA. 

(五 ) 第 一 次 干燥 

将 分 装 好 的 安 施 管 在 离心 状态 下 冷冻 低压 蒸发 水 分 ,时 间 至 
少 持续 3 小 时 。 

(A) SRE 

REED KT RRR SET ER OE LEE 
用 火焰 加 热 , 拉 细 至 直径 约 为 2mm。 

(七 ) 二 次 干燥 
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用 POs (EF RRA RARE PR KY, ESR IR Mk 
分 约 为 1% 。 

( 八 ) 封口 

利用 歧 管 , 在 真空 或 通 人 惰性 气体 状态 下 ,在 安放 管 拉 细 处 用 
火焰 加 热 .封口 ,用 真空 检测 计 检查 真空 度 。 

Ch) 保存 

采用 此 法 处 理 的 大 部 分 菌 种 在 室温 条 件 下 于 黑暗 处 保存 效果 
很 好 , 某 些 菌 种 需要 在 低温 (4C ) 条 件 下 保存 。NCTC 对 用 本 方法 
处 理 的 细菌 菌 种 保藏 的 效果 进行 了 调查 , 表 7- 1 中 所 列 的 菌 种 用 
此 法 保藏 可 存活 1 一 35 年 。 研 究 表明 ,也 有 一 些 菌 种 不 适 于 用 此 


法 保存 , 见 表 7-2。 
表 7-1 NCTC 冻 干 法 成 功 保存 的 部 分 细菌 
属 名 种 的 数量 ”菌株 数量 ”保存 时 间 ( 年 ) 

无 色 杆菌 ( Achromobacter ) 6 9 20 
不 动 杆菌 ( Acinetobacter ) 2 10 25 
放 线 芽孢 杆菌 ( Actinobacillus ) 3 19 30 
马 杜 拉 放 线 菌 ( Actinomadura ) 3 8 20 
放 线 菌 ( Actinomyces ) 4 13 35 
气 单 胞 菌 ( Aeromonas ) 4 9 20 
产 碱 杆菌 ( Alcaligenes ) 3 7 20 
芽孢 杆菌 (Bacillus) 27 70 35 
类 杆菌 ( Bacteroides) 5 12 20 
博 德 特 氏 杆 菌 ( Bordetella ) 3 26 25 
短 杆菌 ( Brevibacterium ) 2 4 10 
布 鲁 氏 菌 ( Brucella ) 5 32 30 
丁 酸 杆菌 ( Butyribacterium ) 1 1 1S 
5 Hh FF BH ( Campylobacter ) 13 43 15 
a> #F H ( Cardiobacterium) 1 3 10 
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BR 


属 名 


种 的 数量 《菌株 数量 ”保存 时 间 ( 年 ) 


纤维 单 胞 菌 ( Cellulomonas ) 
FIERIT P ( Citrobacter ) 

梭 状 芽 胞 杆菌 ( Clostridium ) 
HEAR FF FR ( Corynebacterium ) 
0 8 FH BA ( Cvtophaga ) 

wg B BB ( Dermatophilus ) 
爱德华 氏 菌 ( Edwardsiella) 
肠 杆菌 ( Enterobacter ) 

BK X RFR (Erwinia ) 
丹毒 丝 菌 ( Erysipelothrix ) 
埃 希 氏 菌 ( Escherichia ) 
BUFF PA ( Flawobacterium ) 
Bt BA PG R H ( Francisella) 
REF BH ( Fusobacterium ) 

ZEE BR TA ( Gemella ) 

嗜 血 杆菌 ( Haermophilus ) 
KJER ( Hafnia) 

克 雷 白 氏 杆菌 ( Klebsiella ) 
克 鲁 维 氏 菌 (Kluyvera) 

库 特 氏 菌 (Kurthia) 

乳 芽孢 杆菌 (Lactobacillu:) 
明 串 珠 菌 ( Leuconostoc ) 
利 斯 特 氏 菌 (Listeria ) 

微 球 菌 ( Micrococccus ) 

AH RË (Moraxella) 

分 枝 杆 菌 (Mycobacterium ) 
FRE RRR DW ( Neisseria) 
诺 卡 氏 菌 ( Nocardia ) 

厄 氏 菌 (Oerskovia) 


BAe WNNAH 


rw 一 一 
N N 
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续 表 


属 名 种 的 数量 ”菌株 数量 ”保存 时 间 ( 年 ) 

巴 斯 德 氏 菌 ( Pasteurella ) 5 28 30. 
片 球菌 ( Pediococcus ) 1 2 10 
消化 球菌 ( Peptococcus ) sd 8 10 
消化 链球 菌 ( Peptostreptococcus ) 3 3 5 
邻 单 胞 菌 ( Plesiomonas ) 1 3 25 
丙 酸 杆菌 ( Propionibacterium ) 4 6 10 
变形 菌 ( Proteus) 4 22 30 
普罗 威 登 斯 菌 ( Providencia ) 3 11 30 
假 单 胞 菌 ( Pseudomonas ) 12 31 30 
枝 杆 菌 ( Ramibacterium ) 1 1 10 
红 球菌 ( Rhodococcus) 5 14 35 
罗氏 菌 ( Rothia) 2 3 15 
WIT EG BA (Salmonella) = 131 35 
/\ ABER BB (Sarcina ) 1 1 15 
WERE ( Serratia ) 6 18 30 
志 贺 氏 菌 ( Shigella) 4 63 35 
西蒙 斯 氏 菌 ( Simonsiella ) 1 1 10 
Hi EER H ( Staphylococcus ) 3 48 35 
链 杆菌 ( Sereptobacillus ) 1 8 10 
链球 菌 ( Streptococcus ) 12 75 35 
链 霉 菌 ( Streptomyces ) 5 9 25 
热 放 线 菌 ( Thermoactinomyces) 1 1 15 
PÆRER ( Veillonella ) 8 9 5 
弧 BAC Vibrio) 5 23 30 
FBR AR EG BH ( Yersinia ) 2 20 25 
动 胶 菌 (Zoogloea ) 1 1 10 
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表 7-2 不 适 于 用 NCIC 冻 干 法 保存 的 细菌 
产 黑 色素 类 杆菌 ( Bacteroides melanina- 


genicus ) 


肉 素 梭 状 芽孢 杆菌 ( Clostridium bo- 田鼠 分 枝 杆菌 ( Mycobacterium 


SRA EH ( Leptotrichia buccalis ) 


tulinum ) microti) 
AUR ALIRACIF FLEE (C.chauone’) RRE RIRE Neiseria gon- 
orrhoeae) 


A RAR FALE (C. nowi) pth O NITA C iale 


犬 嗜 血 杆菌 ( Haemophilus canis) SR mF CH. suis) 


二 、 液 氮 保 存 法 

液 氮 法 是 保存 细菌 的 一 种 常用 方法 ,中 国 科学 院 微生物 所 周 
宇 光 对 以 10% 甘 油水 溶液 为 保护 剂 , 采 用 液 氨 低温 保存 39 属 128 
种 1060 株 细菌 的 效果 进行 了 检测 ,结果 表明 ,1060 株 细菌 经 10 
年 (部 分 7 年 ) 的 液 所 法 保存 后 ,保持 活力 的 有 1037 株 ,存活 率 为 
97.83%, 仅 有 少数 细菌 (特别 是 弧 菌 属 ) 死 亡 , 见 表 73。 

表 7-3 39 属 部 分 细 戎 经 液 氮 超 低温 冻结 保藏 7~10 年 的 结果 


微生物 名 称 保藏 7 年 ( 株 ) 保藏 10 年 ( 株 ) 


醋酸 化 醋 杆 菌 ( Acetobacter aceti ) 3 
产 黑 醋 杆 菌 (A. melanogenum ) 

半 氧 化 醋 杆 菌 (A. mesarydans) . 
巴 斯 德 氏 醋 杆菌 (A. pasteurianus ) 
恶臭 醋 杆 菌 (A. rancens ) 
玫瑰 色 醋 杆菌 ( A. roseum) 

弱 氧 化 醋 杆 菌 (A. subarydans) 10 
无 色 杆菌 ( Achromobacter diquefacieus ) 

FERCA. rerosis) 1 
产 气 气 杆菌 ( Aerobacter aerogenes ) 1 
嗜 水 气 单 胞 菌 ( Aeromonas hydrophila ) 
放射 形 土壤 杆菌 ( Agrobacterium radiobacter ) 


11(1) 
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续 表 


”一 


微生物 名 称 保藏 7 年 ( 株 ) 保藏 10 年 ( 株 ) 
36 P ET BA ( Alcaligenes faecalis ) 1 3 
At FF PA Arthrobacter paraffineus) 1 
简单 节 杆菌 (A. simplex) 1 3 
灵活 固氮 杆菌 (Axzotobacter agilis) 2 
圆 褐 固氮 杆菌 (A . chroococcum ) 3 9 
棕色 固氮 杆菌 (A. vinelandii) 2 S 
SEAR F HLH A ( Bacillus cereus ) 25 15 
ARF HLH HB. circulans ) 3 
KEL F HOH BA (B. coagulans ) 1 
弥漫 芽孢 杆菌 ( B. diffusus ) 1 
强 固 芽孢 杆菌 (B. firmus) 1 
幼虫 芽孢 杆菌 (B. larvae) 1 1 
侧 孢 芽孢 杆菌 (B. laterosporus) 1 
地 衣 形 芽孢 杆菌 (B. licheniformis) 2 23 
软化 芽孢 杆菌 (已 . macerans) 6 
巨大 芽孢 杆菌 (再 . megatherium ) 3 8 
胶 质 芽孢 杆菌 (已 . mucilaginosus ) 4 
多 粘 芽 孢 杆菌 (B. polymya ) 9 8(1) 
尘埃 芽孢 杆菌 (B. pulvifaciens) 2 
短小 芽孢 杆菌 (B. pumilus) 4 
球形 芽孢 杆菌 (B. sphacricus ) 8 18 
哮 热 脂肪 芽孢 杆菌 (B. stearothermophilus ) 
枯草 芽孢 杆菌 (B. subtilis) 73 90 
HAS FB A (B. thuringiensis) 4 76 
产 氨 短 杆菌 ( Brevibacterium ammoniagenes ) 3 41 
Bi 3 FFA (B. flavum) 3 41 
产 黄 纤 维 单 胞 菌 ( Cellulomonas flavigena ) 1 
异样 纤维 单 胞 菌 (C. varians) 1 
Je Ji Hh ESF RAT BB (Citrobacter freundii ) 1 
SDE BEAR FF BB ( Corynebacterium crenatum ) 1 3 
谷 氨 酸 棒状 杆菌 (C. glutamicum) 1 
北京 棒状 杆菌 (C. pekinensis ) 4 3 
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HER 


微生物 名 称 保藏 7 年 ( 株 ) 保藏 10 年 ( 株 ) 


假 白 喉 棒 状 杆菌 (C. pseudodiphtheriticum ) 1 
ERRARE RC. thermophilum ) 1 
阴沟 肠 杆菌 ( Enterobacter cloacae) 2 
软 腐 病 欧文 氏 杆菌 ( Erwinia aroideae ) 1 

胡萝卜 欧文 氏 杆菌 (E. carotowora) 1 
OM SE HRK X ECE P(E. uredowora ) 1 
大 肠 杆菌 (Escherichia coli) 9 35 
黄 杆菌 (Flawobacteriun antheracidum ) 1 
蜂 房 哈 夫 尼 菌 (Hafnia alvei) 1 
嗜 酸 乳 芽孢 杆菌 ( Lactobacillus acidophilus ) 
短小 乳 芽孢 杆菌 (上 上. brevis) 

布 启 里 氏 乳 芽孢 杆菌 (上 上 . buchneri) 
干酪 乳 芽孢 杆菌 (了 .ccsei) 

纤维 二 糖 乳 芽 抱 杆菌 (人 . cellobiosus ) 

Of 3S FL SE HLF BA CL . coprophilus ) 

发 酵 乳 芽孢 杆菌 ( 工 . fermentum) 
FLIRT FF HUFF BR (L. lactis) 

Se Hi BEC FL FF RL. leichmannii) 
FADO FL EHO ER (L. plantarum ) 

变 草绿 乳 芽孢 杆菌 (L. viridescens) 

H RPE AA EB SK PR ( Leuconostoc dextranicum ) 
ia RRRA 8 FR HCL . mesenteroides ) 

金黄 色 微 球菌 ( Micrococcus aureus ) 
溶 壁 微 球菌 ( M. lysodeikticus ) 

耐 辐射 微 球菌 ( M. radiodurans) 
偶发 分 枝 杆菌 ( Mycobacterium fortuium ) 
齿 垢 分 枝 杆菌 (AM. smegmatis) 

结核 分 枝 杆菌 (AM. tuberculosis) 1 
啤酒 片 球菌 ( Pediococcus cerevisiae ) 1 

肺炎 球菌 ( Pneumococcus sp.) 1 
普通 变形 菌 ( Proreurs vulgaris) 1 1 
铜绿 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas aeruginosa ) 3 15 
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续 表 


微生物 名 称 保藏 7 年 ( 株 ) 保藏 10 年 ( 株 ) 


燕麦 假 单 胞 菌 (P. avenae) 

APERA (P. convera ) 2 

荧光 假 单 胞 菌 (PP. fluorescens) 7 

膝 状 假 单 胞 菌 (P. geniculata ) 1 

食油 假 单 胞 菌 (P. oleovorans ) 

假 鼻 疤 假 单 胞 菌 (P. pseudomallei) 1 

恶臭 假 单 胞 菌 ( P. putida) 1 

狗 尾 草 假 单 胞 菌 (P. setariae) 

BRAVA FA ( Rhizobium astragali ) 2 

日 本 根 痛 菌 (R. japonicum) 

豆 科 根瘤 菌 ( 尺 . leguminosarum ) 3 

羽 扇 根瘤 菌 (及 . lupini) 

BERN (R. meliloti) 1 

RARR. phaseoli) 

= HUM BCR. trifolii) 4 

WITIR H Salmonella sp.) 

H ÆR H ( Sarcina flava ) 1 

Hie /\ AEER HCS. lutea) 2 

亚 黄 八 登 球菌 (S. sub flava ) 2 

REAR RCS. ureae) 1 

粘 质 沙 雷 氏 菌 ( Serratia marcescens) 

白色 葡萄 球菌 ( Staphylococcus albus ) 2 

金黄 色 根瘤 菌 ( S. aureus) 1 

奶油 色 链 球菌 ( Streptococcus cremoris ) 1 
6 
1 


一 


Ru oes 


一 ww 


Nw 


N 


PEER(S. faecalis) 

乳 链 球菌 (S. lactis) 

FE RE ABRIA(S. pernyi) 

肺炎 链球 菌 (S. pneumoniae) 

副 溶血 弧 菌 ( Vibrio parahaemolyticus ) 3 

美观 弧 菌 ( V. splendidus) 3(3) 

稻 黄 单 胞 菌 ( Xanthomonas oryzae) 2 

未 定名 菌 种 15(6) 145 
注 : 括 号 内 数字 表示 死亡 的 菌株 数 
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三 、 玻 璃 珠 冷冻 保存 法 

由 于 低温 冰箱 的 广泛 应 用 ,用 低温 冰箱 冷冻 保藏 微生物 菌 种 
十 分 方便 ;但 在 实际 操作 过 程 中 ,如 果 某 些 菌 种 需要 经 常 使 用 , 反 
复 冻 融 会 使 细胞 受 损伤 ,虽然 可 以 通过 多 管 分 装 解决 这 个 问题 ,但 
占用 空间 较 大 。Jones 等 采用 玻璃 珠 冷 冻 法 保存 菌 种 ,不 仅 占用 空 
间 小 ,更 重要 的 是 ,使 用 冻 藏 菌 种 时 不 必 将 全 部 样品 融化 ,避免 了 
因 反复 冻 融 对 细胞 造成 伤害 。 

(一 ) 玻璃 珠 的 准备 

将 直径 约 2mm 的 玻璃 珠 用 去 污 剂 洗 净 ,然后 用 稀 HC 浸泡 ， 
用 水 清洗 ,于 45 CHEF HE 20 一 30 粒 玻璃 珠 装 人 容积 约 .2ml 的 小 
瓶 , 盖 好 盖子 后 于 1210 灭 菌 15 分 钟 。 

(二 ) 标记 

在 小 瓶 上 标 上 菌 名 、 菌 号 ,培养 基 成 分 及 其 有 关 标 记 。 

(三 ) 菌 悬 液 制 备 

将 菌 种 接 于 其 最 适 的 非 选择 性 培养 基 上 培养 后 ,加 入 适量 悬 
浮 液 (最 适 培养 基 加 13% 甘 油 ) 制 成 菌 悬 液 

(四 ) 分 装 

采用 无 菌 操 作 将 菌 悬 液 加 入 已 灭 菌 的 装 有 玻璃 珠 的 小 瓶 , 吹 
吸 几 次 排除 气泡 , 当 所 有 的 玻璃 珠 都 被 润 湿 后 ,将 菌 悬 液 吸出 ,过 
多 的 菌 悬 液 会 导致 冻 藏 后 玻璃 珠 难以 取出 。 

(E) RE 

将 分 装 好 的 小 瓶 置 于 低温 冰箱 ( -60 一 - 80°C ) 保 存 。 

(六 ) 玻璃 珠 的 取出 及 菌 种 活性 检测 

采用 无 菌 操 作 , 用 无 菌 接种 铲 由 小 瓶 中 取出 一 粒 玻璃 珠 置 于 
适宜 的 固体 培养 基 上 ,室温 放置 一 段 时 间 后 ,用 接种 铲 或 接种 环 使 
玻璃 珠 在 培养 基 表面 滚动 摩擦 ,使 菌 种 接 于 培养 基 上 ,于 适宜 条 件 
下 培养 ,并 将 装 有 玻璃 珠 小 眶 迅速 放 回 原 处 。 

研究 表明 KAA REA . 嗜 血 杆菌 AER 
菌 . 巴 斯 德 氏 菌 . 耶 尔 森 氏 菌 . 弧 菌 及 并 杆菌 等 属 中 的 许多 种 均 能 
成 功 地 用 此 法 保存 。 另 外 ,一 些 肠 杆菌 .葡萄 球菌 . 微 球菌 AER 
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杆菌 链球 菌 ,棒状 细菌 IE DA PA PE Eh PA A PA MR A DA tE PI LA FRE P 
保存 。 

四 、 厌 氧 细 菌 的 低温 保存 

由 于 氧气 对 厌 氧 菌 具 有 毒害 作用 ,保存 厌 氧 菌 (特别 是 专 性 厌 
氧 菌 ) 时 ,从 培养 基 的 配制 .接种 ,培养 到 保存 都 要 在 通 CO R N, 
条 件 下 进行 。 下 面 介绍 厌 氧 细菌 的 冷冻 保存 法 和 冻 干 法 ， 

(一 ) 冷冻 保存 法 

厌 氧 细菌 的 培养 方法 在 有 关 文 献 中 有 详细 记录 ,在 此 不 再 歼 
述 。 培 养 保存 厌 氧 细菌 的 培养 基 种 类 很 多 , 表 7-4 及 表 7-5 所 
列 的 是 常用 来 冷冻 保存 厌 氧 细菌 的 MM10 培养 基 。 在 配制 
MM10 培养 基 时 ,首先 将 除 L — 盐酸 半 胱 氨 酸 及 碳酸 钠 之 外 的 成 
分 按 表 7-4 的 比例 溶 于 玻璃 蒸馏 水 ,用 Tmo /L 的 NaOH 将 pH 
调 到 6.8, 装 和 三 角 瓶 ,加 棉 塞 ,于 121Y 灭 菌 15 分 钟 ,之 后 趁 热 将 
无 菌 细 管 伸 人 三 角 瓶 , 通 无 菌 CO, 吹 培养 基 表 面 (也 用 同样 的 方 
法 处 理 已 灭 菌 的 NaCO 溶液 ) , 待 培养 基 温 度 降 到 SOT 以 下 时 ， 
加 入 已 灭 菌 的 L- 盐酸 半 胱 氨 酸 溶液 及 NaCO 溶液 , 混 匀 后 再 
将 细 管 插入 培养 基底 部 通信 CO), 30 分 钟 后 分 装备 用 。 


表 7-4 MM10 培养 基 成 分 (1) 
纤维 二 糖 1.0g/L 
麦芽 糖 1.0g/L 
葡萄 糖 1.0g/L 
可 溶性 淀粉 1.0g/L 
ERR 2.0g/L 
胰 蛋 酶 解 酷 蛋 白 2.0g/L 
无 机 盐 溶液 75ml/L 
无 机 盐 溶液 了 75ml/L 
VFA 混合 溶液 3. 1ml/L 
气 高 铁血 红 素 溶液 10ml/L 
Resazurin 溶液 1.0ml/L 
pH 6.8 
2.5%(W/V) L 一 盐酸 半 胱 氨 酸 20mlAL 


8%{ W/V) NaCO; 50ml/L 
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表 7-5 MM10 培养 基 成 分 (2) 


FEB I: 6.0g KHPO, 溶 于 1L 玻璃 蒸馏 水 ,4 人 保存 

FEU HEE T: 1.2g NaCl, 12g(NHy)2SO,.6g K:HPO;,1. 2g CaCl, ,2. 5g 
MgSO.7HO 溶 于 1L 玻璃 蒸馏 水 ,4 保存 

氮 高 铁血 红 素 溶 液 : 10mg 握 高 血红 素 溶 于 1mol/L NaOH, 用 玻璃 蒸馏 水 稀 

FFE 100ml,4T 保存 

VFA 混合 溶液 : 17ml 乙酸 .6ml 丙 酸 .4ml n- T Im 异 丁 酸 .Iml DL- a 
一 甲 基 -n- 丁 酸 .lml n- 戊 酸 .1ml HRB Ig 苯 乙 酸 , 混 
匀 后 于 40 保存 。 

Resazurin 溶液 : 0.1% (W/V) resaxurin 溶 于 无 菌 蒸馏 水 ,4 保存 


在 MMI10 琼脂 培养 基 斜 面 上 生长 良好 的 厌 氧 细菌 , 可 在 
-80 的 条 件 下 冷冻 保存 3 个 月 。 

(=) 冷冻 干燥 保存 

(1) RPE BIEI SALE FT INE .标记 。 

(2) 菌 悬 液 制备 及 分 装 ”将 在 液体 MMI10 培养 基 中 培养 的 
厌 氧 菌 离心 收集 ,在 通 CO, 的 情况 下 加 入 适量 悬浮 液 (7.5% 葡 萄 
糖 溶 于 马 血 清 , 过 滤 除 菌 ) 制 成 菌 悬 液 ,立即 分 装 至 安 阁 管 。 从 开 
始 分 装 菌 悬 液 到 进行 冻 干 操作 ,时间 不 要 超过 30 分 钟 。 

(3) 第 一 次 干燥 ”方法 同 前 ,常用 的 P:Os .甲醇 .干冰 等 冻 干 
试剂 对 厌 氧 菌 也 适用 。 

(4) 安 阁 管 压缩 .二 次 干燥 及 封口 ”操作 步骤 基本 同 前 ,在 真 
空 或 通 和 人 惰性 气体 的 情况 下 封口 。 

(5) 保存 将 安 阁 于 2 一 10 亿 黑暗 处 保存 。 采 用 此 方法 保存 
的 一 些 厌 氧 菌 ,10 年 后 仍 保持 很 高 活性 ,22 年 后 还 能 存活 。 


$7.2 丝 状 真菌 的 低温 保存 


一 、 冷 冻 法 

(一 ) 斜面 -207 冷冻 保存 

一 些 丝 状 真菌 (如 曲霉 . 青 霉 等 ) 斜 面 培养 物 在 - 20C AEE 
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保存 可 存活 4 一 5 年 ;但 也 有 一 些 真菌 不 适 于 用 此 法 保存 ,如 轮 柄 
梳 霉 .一些 卵 菌 及 水 生 霉 蓝 等 。 

一 般 而 言 , 用 此 法 保存 真菌 需 加 入 保护 剂 (如 10% 甘油 ); 但 
也 有 些 菌 种 在 保存 过 程 中 加 入 保护 剂 反而 效果 不 佳 。 这 可 能 是 由 
于 这 些 真菌 细胞 在 甘油 存在 的 情况 下 , - 20 也 不 冻结 ,生化 反应 
仍 能 继续 进行 ;另外 , 低 渗 溶 液 也 会 对 细胞 造成 不 利 的 影响 。 因 
此 ,在 实际 操作 过 程 中 ,对 不 同 的 菌 种 要 采取 不 同 的 方法 。 

(=) 液 氮 保 存 法 

用 液 氨 或 液 所 蒸气 保存 真菌 的 效果 很 好 ,IMI 用 此 法 保存 的 
5500 株 菌 中 有 5114 株 可 存活 22 年 ;但 有 些 真 菌 很 难 用 此 法 保 
存 ,原因 可 能 是 在 处 理 过 程 中 对 真菌 造成 了 机 械 性 损伤 。 降 温 速 
度 对 真菌 的 存活 率 具 有 重要 影响 。 由 于 不 同 的 菌 种 的 最 佳 降温 速 
度 不 一 样 ,因此 ,在 进行 冷冻 保存 处 理 之 前 ,要 通过 实验 来 确定 某 
一 菌株 的 最 佳 降温 速度 ,以 保证 菌 种 存活 尽 可 能 长 的 时 间 。 

二 、 冷 冻 干燥 保存 

C) 悬浮 液 制备 

10%( W/V) 脱脂 奶粉 5% (W/V) 肌 醇 , 于 115C 灭 菌 15 
分 钟 。 

(=) 孢子 悬 液 制备 

将 菌 种 接 于 适宜 培养 基 上 生长 至 产生 成 熟 的 孢子 ,采用 无 菌 
操作 加 入 上 述 悬 浮 液 ,用 接种 环 或 接种 铲 在 菌落 表面 刮 下 孢子 , 制 
RF BR. 

(=) 冷冻 干燥 

操作 方法 同 前 。IMI 对 冻 干 法 保存 丝 状 真菌 的 研究 表明 ， 
11000 株 菌 中 有 10000 以 上 的 菌 种 可 以 存活 ,有 很 多 属 的 菌 种 能 
保存 14 年 以 上 ( 表 7-6), 但 也 有 一 些 菌 种 不 适合 用 此 法 保存 ( 表 
7-7) 
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表 7-6 RA IM 冻 干 法 保存 4 年 的 部 分 丝 状 真菌 * 


XK ( Absidia) 

支 顶 抱 ( Acremonium ) {BENE AF ( Eremothecium) HB ( Phialophora) 

BOS EK ( Actinomucor ) WH ( Fusarium ) 2% (Phoma ) 

链 格 孢 (Aliernaria ) HERIT ( Gelasinospora) MÆ AB (Phomopsis ) 

节 皮 菌 ( Arthroderma ) HE ( Geotrichum ) BB ( Phycomyces ) 

ME (Aspergillus) ARF ( Gibertella ) WER (Pirella ) 

KERIB ( Aureobasidium ) FAME (Gliomastix) M ( Pithomyces) 

28 RÈ ( Byssochlamys ) 98 ( Glomerella ) RE ( Rhizopus) 

X Hl Cephalosporium ) 腐 质 器 (Humicola ) 糖 酵母 ( Saccharomyces ) 

FRB ( Cercospora ) INEP (Microascus) ME ( Scopulariopsis ) 

EFEK ( Chaetomium ) EB ( Mucor ) PERLI ( Sporobolomyces ) 

#618 ( Circinella) ERRE GR (Mycosphaerella) WS MB ( Stachybotrys ) 

HHC Cladosporium ) IRIE (Myroihecium) WE (Stemphylium ) 

IAAL FE ( Coninotyrium ) HFE (Nectria ) IA W ( Syncephalastrum ) 

FAIL (Cunninghamella) WAR Oidiodendron) WRB (Thielavia ) 

1$ H ( Curvularia } REA (Ophiobolus) RB ( Trichoderma ) 

RH FE Doratomyees ) SFE HE (Paecilomyces ) 长 毛 盘 菌 ( Trichophaea ) 

tE WERP (Drechslera ) Fi (Penicillium ) 黑 腐 皮 壳 菌 ( Valsa ) 

AE BC Venturia) HIRE B ( Volutella ) HB ( Zygorhynchus) 
RI-7 不 能 用 冻 干 法 保存 的 丝 状 真菌 

REl Achlya ) RA Lenzites) EE (Pythium ) 

KIKE ( Armillaria) 光盘 菌 ( Nummularia ) KE ( Saprolegnia ) 

W ( Chytridium ) EE PB Panus) 弹 球菌 ( Sphaerobolus ) 

Hi M PRC Corinlus) WHH 9G ( Phaeoisuriopsis ) WX ( Stereum) 

AL ( Entomopthora ) nti È ( Phyllosticta ) IKE ( Syzygites ) 

EAL RIC Fomes ) HA ( Physarum ) SUR ( Ustilaginoidea ) 

RE (Ganoderma ) BEB ( Phytophthora) 小 包 脚 菇 ( Volvariella ) 

Fi (Lentinus) EMT M (Piedraia ) FAIR (Puccinia) 


$7.3 酵母 菌 的 低温 保存 


一 般 认 为 ,酵母 抗 送 性 较 强 , 所 以 其 保存 可 能 也 较 容 易 。 但 事 
实 并 非 如 此 ,许多 对 其 他 类 型 微生物 适用 的 方法 并 不 适用 于 酵母 ， 
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原因 可 能 是 由 于 酵母 细胞 体积 相对 于 细菌 较 大 ,而 且 没 有 类 似 一 
些 真菌 所 具有 的 抗 逆 性 较 强 的 孢子 。 为 获得 好 的 保存 效果 ,要 优 
化 培养 条 件 ,使 用 合适 的 保护 剂 ,控制 降温 速度 并 注意 选择 最 好 的 
保存 方法 。 

一 、 冷 冻 干 燥 法 

总 体 而 言 ,用 冻 干 法 保存 酵母 菌 效 果 不 佳 。NCYC 用 此 法 保 
存 的 酵母 菌 存活 率 很 低 ,例如 , 糖 酵母 为 5% , 假 丝 酵母 为 13% , 酒 
香 酵母 仅 为 2% , 德 克 氏 酵母 , 布 氏 弹 孢 酵母 RARE Aes 
属 酵 母 菌 的 存活 率 也 相当 低 。 

=. ARE 

与 冻 干 法 相 比 ,冷冻 法 是 保存 酵母 菌 的 较为 理想 的 方法 。 在 
具体 操作 过 程 中 ,可 采取 两 步 降温 法 ;首先 将 温度 降 到 - 30C ,在 
此 条 件 下 细胞 脱水 ,然后 降温 到 - 196 保存 。 此 方法 的 优点 是 可 
以 不 管 降温 速度 的 快慢 与 否 。 其 它 具 体操 作 方法 同 前 。 

NCYC 用 此 法 保存 酵母 菌 的 存活 率 高 于 60% 。 表 7- 8 列 出 
了 成 功 地 用 此 方法 保存 的 酵母 菌 。 

表 7-8 NCYC 用 冷冻 法 (二 步 降温 法 ) 成 功 保存 的 酵母 ( 属 ) 
FUER (Brettanomyces) MIERE ( Lipomyees) SHURE ( Saccharompeades) 
HERRAR (Bullera) HRR (Metshnikowia) PE HE RE $ ( Schizosaccha- 


romyces) 


BLM Candida ) HEARE Nematospora) BERUREI ( Sporobolomyees) 
EIERE (Citeromyees) ÆR Pachysolen) HUI (Torulaspora) 
IARR (Cryptococcus) HERRIE (Pichia) =R Trigonopsis) 
DRR (Hansenula) ÆR (Rhodosporidium) 温 氏 酵母 ( Wingea) 

克 辆 氏 醇 母 (Kioeckera) ERRE (Rhodotorula) #98 FB ( Zygosaccha- 


romyces) 


克 和 鲁 维 氏 酵母 ( Kiuyyeromces) HRE (Saccharomyces ) 


$7.4 藻类 及 原生 动物 的 低温 保存 


一 、 菩 类 的 低温 保存 
大 部 分 藻类 可 用 图 7 - 1 所 示 二 步 降温 液 氨 法 保存 。 值 得 注 
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意 的 是 ,有 些 藻 类 (如 Cylindrocysitis brebissonii ) 用 冷冻 法 保存 时 
降温 速度 要 严格 控制 。 


a 
20°C, 35K 冷 处 理 
i T 液体 培养 ”一 一 一 ( 某 些 菌株 ) 
0. 5ml 培 养 物 
未 冻 存 对 照 0.5ml 保 护 剂 
sen 

活性 检测 20°C Smin 
解冻 样品 -30C30min 

BARK | 

-196°C 

快速 解冻 | 

长 期 贮存 

L 


图 7-1 藻类 二 步 降温 液 氨 保 存 法 示意 图 

二 、 原 生动 物 低温 保存 

对 于 寄生 型 原生 动物 而 言 ,常规 的 实验 室 宿主 保存 法 常 由 于 
培养 物 的 污染 或 宿主 死亡 而 导致 保藏 物 丢 失 ,冷冻 法 保存 克服 了 
这 些 缺点 。 非 寄生 型 原生 动物 也 适 于 用 冷冻 法 保存 。 

(一 ) 慢 速 冷冻 法 

将 样品 以 低 于 1C Amin 的 速度 冷冻 至 一 60C ( 某 些 菌 种 的 冷 
冻 速度 高 于 每 分 钟 IC ) , 置 于 - 70C 左右 低温 冰箱 保存 过 夜 A 
后 置 液 氨 保存 。 

(=) 快速 冷冻 法 

直接 将 装 有 样品 的 安 阁 置 于 液 氨 保 存 。 

(三 ) 梯度 冷冻 法 

样品 首先 在 一 25 - 35T 冷冻 处 理 一 段 时 间 ( 几 分 钟 至 几 十 分 
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tt) ,然后 移 至 预定 的 温度 保存 。 


表 7-9 原生 动物 的 冷冻 保存 
种 名 保护 剂 *(WZV) 方 法 

Aegyptianella pullorum 10% 甘油 “快速 冷冻 , 液 氨 保存 
Anaplasma marginale 2mol/L DMSO “ 慢 速 冷 冻 , 液 氨 保存 
Babesia bigemina 14.2% DMSO “ 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 
B. bovis 10% PVP “ 慢 速 冷 冻 ARARE 
B. rodhaini 10.7% DMSO “ 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 
Cryptosporidium 5% ~10% DMSO 慢 速 冷冻 , 液 所 保存 
Dieptosporidium 2.75% DMSO “ 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 
Eimeria ( sporozoites ) 7.5% 甘油 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 
Eimeria ( sporocysts ) 7.5% DMSO 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 
Entamoeba histolytica 7.5% DMSO 慢 速 冷冻 , 液 氮 保 存 
Giardia intestinalis 7.5% ~10.0% DMSO ” 慢 速 冷冻 , 液 氮 保 存 
G. lamblia 6.5% DMSO 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 
Leishmania tropica 10.65% DMSO 慢 速 冷冻 , 液 氮 保存 
L. spp 7.5% 甘油 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 

_ Naegleria 5.0% DMSO 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 
Plasmodium Chabaudi 10% 甘油 快速 冷冻 , 液 氨 保存 
P. falciparum 10% 甘油 快速 冷冻 , 液 氨 保存 
P. galinaceum 10% 甘油 慢 速 冷冻 , 液 氢 保存 
P. berghei 10% HES, 50% 血清 “ 慢 速 冷冻 , 液 所 保存 
Theileria parva 7.5% 甘油 慢 速 冷冻 , 液 氨 保存 
Toxoplasma gondii 5% 甘油 MBE -79C 保存 
Trichomonas vaginalis 7.5% DMSO 梯度 冷冻 , 液 氮 保存 
Trypanosoma brulei 7.5% 甘油 慢 快 冷冻 , 液 氨 保 存 
T. b. congolense 12% 甘油 慢 \ 快 冷冻 , 液 氮 保 存 
T. cruzi 10% DMSO “ 慢 速 冷 冻 , 液 氮 保 存 


或 7% 甘 油 


“ 慢 速 冷冻 , 液 氮 保存 


+ 慢 速 冷冻 速度 高 于 1C /min。 
DMSO, -FP ÆFA; HES, BZ EH; PVP. RZ Ae AB, 
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§7.5 ”医学 微生物 菌 种 的 低温 保存 


从 微生物 的 发 现 到 微生物 学 学 科 的 建立 ,发 展 都 与 医学 微 生 
物 息息相关 。 可 以 说 ,早期 的 微生物 学 研究 对 象 主要 是 医学 微 生 
物 。 正 是 早期 的 医学 微生物 与 人 类 疾病 相关 的 研究 , 才 奠 定 了 微 
生物 学 发 展 成 为 同 动物 学 植物 学 相提并论 的 三 大 生物 主干 学 科 
之 一 的 基础 。 尽 管 微生物 学 现在 已 发 展 成 为 涉及 工业 .农业 、 环 境 
和 食品 等 领域 的 多 种 分 支 学 科 , 但 医学 微生物 学 在 微生物 学 中 仍 
具有 举足轻重 的 作用 , 它 的 研究 关系 人 类 的 健康 ,一 直 受 到 微生物 
学 家 的 密切 关注 。 对 于 各 类 医学 微生物 的 深入 研究 , 仍 是 现代 微 
生物 学 研究 领域 的 热门 课题 。 而 微生物 菌 种 作为 医学 微生物 学 研 
究 的 实验 材料 ,占有 非常 重要 的 地 位 。 安 全 可 靠 地 保存 微生物 菌 
种 ,是 保证 各 种 研究 能 日 复 一 日 继续 下 去 的 关键 。 

就 保存 原理 和 方法 而 论 ,医学 微生物 菌 种 与 普通 微生物 菌 种 
的 保存 无 根本 区 别 。 但 由 于 医学 微生物 菌 种 一 般 具 有 致 病 性 ,所 
以 在 保存 方法 的 选择 和 操作 时 要 考虑 接触 传染 及 环境 污染 的 问 
题 ,尤其 是 高 度 传染 性 的 病原 微生物 菌 种 保存 ,要 采取 严格 的 防范 
措施 。 为 方便 读者 查阅 , 现 将 医学 微生物 中 常见 的 各 大 类 群 菌 种 
的 保存 程序 分 别 介绍 如 下 。 

一 、 医 学 细菌 的 保存 

现 已 证 明 , 大 多 数 医学 细菌 能 冷冻 干燥 保存 ; 几乎 所 有 的 医学 
细菌 可 冷冻 并 保存 在 液 氮 中 。 无 论 是 冷冻 还 是 冻 干 保存 ,制备 保 
存 培养 物 操作 程序 是 相似 的 。 

(一 ) 菌 液 的 制备 

根据 保存 菌 种 的 特性 ,选择 最 适 的 培养 基 和 培养 条 件 ,使 其 培 
养 至 对 数 生长 的 晚期 或 稳定 期 的 早期 。 用 常 法 收集 菌 体 ,调整 浓 
度 到 10°~10° /ml。 

(=) 加 保护 剂 

(1) 冷冻 保存 方法 ( 液 氮 ) 冷冻 保存 法 采用 10% 的 甘油 或 二 
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ALM ARP A, RT RRR PARMA 10% 的 甘油 或 二 
甲 亚 砚 , 充 分 混 匀 即 可 。 

(2) 冷冻 干燥 保存 法 ( 冻 干 ) 冻 干 法 可 选择 多 种 保护 剂 , 视 
菌 种 的 特性 而 定 , 常 用 的 冻 干 保护 剂 有 :20% 的 脱脂 牛奶 ;12% 的 
蔗糖 ;7.5% 的 葡萄 糖 马 血 清 溶液 ;5% 的 芒 糖 + 25% 马 血清 。 用 保 
护 剂 悬浮 菌 体 ,充分 混 匀 ,形成 均匀 的 单个 菌 体 。 

(=) 分 装 安 施 ( 冷 冻 管 ) 

(1) 分 装 0.5ml 含 10% 甘 油 或 二 甲 亚 砚 的 县 液 到 1. 8ml 塑 
料 冷 冻 管 中 (Costar Co. USA) 47 BARRE IAB A ,批号 HE 
日 期 , 置 4 存放 30 分 钟 。 

(2) 分 装 0.2ml HART BF RE PE AC 放置 30 分 钟 。 

(四 ) 预 冻 

(1) 将 冷冻 管 置 程控 降温 仪 冷冻 室内 ,以 一 1.0C /min 的 降 
温 速率 降 至 - 30Y ,然后 以 - 10Y /min 的 速度 降 至 一 90 人 以下。 

(2) ARF RAB -30C 30 分 钟 .-70C 2~3 小 时 ,让 菌 悬 
液 充分 冷冻 。 

(五 ) 冻 干 

MUR RAF - 700 MK 2~3 小 时 后 , 置 冻 干 机 冷冻 真空 干 
We 8~12 小 时 ,二 次 真空 封口 。 

(六 ) 贮存 

(1) 将 冻 存 安 丫 置 液 氨 气相 或 液 相 长 期 保存 。 

(2) SURF RAE 40 长 期 保存 。 

(七 ) 检测 活性 

采用 常规 方法 检测 两 种 保存 条 件 的 菌 种 活性 。 

( 八 ) 污染 源 的 处 理 

(1) 使 用 过 的 玻璃 器 血 、 剩 下 的 实验 材料 都 必须 高 压 灭 菌 , 采 
用 常 法 清洗 。 

(2) 操作 台面 及 冻 干 机 采用 新 洁 尔 灭 液 消毒 ,紫外 灯 照 射 30 
分 钟 以 上 。 

(3) 操作 者 尽 可 能 戴 手 套 ,离开 实验 室 前 要 换 衣 服 洗手 。 
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表 7 一 10 列 出 冷冻 存 和 冻 干 保存 一 些 常见 病原 细菌 的 结果 ， 


供 参 考 。 
表 7-10 病原 细菌 冷冻 和 冻 干 保存 结果 
冻 干 冷冻 ( 一 80C ) 
种 名 FEN 存活 (年 ) 存活 (年 ) 

AA 咳 博 德 氏 菌 ( Bordetella 3% 脱脂 乳 +5% WE 10 8 

pertussis ) . 
BPA PERRI Brucella 39, pene a sos WWE 6 6 

abortus) 
马尔 他 布 鲁 氏 菌 (Brucella e 脱脂 乳 +5% AaB 6 6 

melitensis ) 
白喉 棱 杆 菌 ( Corynebacter- aes 

ium diphtheriae) 3% 脱脂 乳 +5% 葡萄 糖 21 8 
ACHR HEE (CC. pyogenes) 3% 脱脂 乳 + 5% 葡萄 糖 10 8 
牛 肾 盏 炎 棒 杆菌 (C. renale) 3% 脱脂 乳 +S% 葡萄 糖 10 8 
肺炎 双 球 菌 ( Di plococcus 

picanoniaey 3% 脱 脂 乳 +5% 葡萄 精 。 “17 8 
KAD HF WA (Escherichia coli) ”3% 脱 脂 乳 +5% 葡萄 糖 。 10 8 
HERM Haemoshilus sy mea + sm MRM 15 \ 
流感 嗜 血 菌 ( Haemoyphilus 

a) 3% 脱 脂 乳 +5% WAH 10 8 
单 核 细 胞 增生 利 斯 特 氏 菌 

(Listeria monocytogenes) SSF. +5% HR 12 8 
EARR Neiseria 355 BEAL + 56 MIME 2 6 
A menin- 3% 脱 脂 乳 +5% 葡萄糖 2 6 
微 黄 奈 氏 球菌 (N. subflava) 3% 脱脂 乳 +5% 葡萄 糖 10 6 
普通 变形 菌 ( Proteus vulgaris) 3% RIKA + 5% 葡萄 糖 。 10 8 
oa ileg on 3% 脱脂 乳 + 5% 葡萄 糖 19 8 
猪 堆 乱 沙 门 氏 菌 ( Salmonella 

choleraesuis ) 3 脱脂 乳 + 5% 葡萄 本 ag 8 
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续 表 


WT 冷冻 ( -80C ) 
种 名 PRA 存活 (年 ) 存活 (年 ) 

PEEN EPS: paray- 3% 脱 脂 乳 +5% WAE 10 8 
phi 

HR OTTER CS. enter’ RASAN 10 8 

1s 

ERONRECS. sho KASK 10 š 
tmuelleri ) 

MER ERIM C Shigella bey 3 脱脂 乳 + 35% 区 光村 19 12 
2 

痢疾 志 贸 氏 菌 (S. dsenteriae) 3% 脱脂 乳 +5% WAT 12 12 

费 氏 志 贺 氏 菌 (S.， flexneri) 3% 脱脂 乳 + 5% WE 19 12 

FEE REGIS. sonnei) 3% 脱脂 乳 + 5% WANE 10 12 

金黄 色 葡 区 球菌 (Seoto o ASNE 10 8 
coccus aureus ) 

AC TREE HEBR BH ( Streptococcus 3% 脱脂 乳 + 5% aE 16 12 
pyogenes ) 

血 链 球菌 (S. sanguis) 3% 脱 脂 乳 +5% 区 萄 糖 。 10 12 

SALMA ( Vibrio cholerae) ”3% 脱脂 乳 +S% WE 12 3 

+ 10% 抗 坏 血 酸 2ml 
PEEL LAA V. parahaem- 3% 脱脂 乳 +5% 葡萄 糖 。 11 8 


olyticus ) 


二 、 医 学 真菌 和 酵母 的 保存 

临床 医学 的 研究 表明 ,由 病原 真菌 和 酵母 菌 引 起 的 疾病 在 不 
断 增加 ,过 去 认为 是 由 细菌 引 起 的 疾病 , 现 已 证 明 与 病原 真菌 有 
关 ; 原 来 鉴定 为 非 病原 性 的 真菌 , 现 已 发 现 是 不 少 疾病 的 病原 菌 。 
因此 ,严格 地 说 ,病原 真菌 和 非 病 原 真菌 是 难于 区 别 的 。 它 们 是 一 
群 不 可 被 忽视 的 致 病菌 ,应 该 引起 医学 微生物 学 家 的 重视 。 作 者 
认为 ,对 医学 真菌 的 保存 与 对 于 它们 的 分 离 ,鉴定 和 致 病 性 的 研究 
工作 同等 重要 ,因为 真菌 的 保存 比 其 他 微生物 的 保存 要 困难 得 多 。 
即使 是 被 认为 保存 细菌 非常 有 效 的 冷冻 干燥 保存 法 ,在 保存 很 多 
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种 真菌 时 结果 却 令 人 失望 。 所 以 ,要 选择 合适 的 方法 保存 病原 真 
菌 ,确保 其 形态 学 .生物 学 特性 和 致 病 性 的 稳定 存在 。 另 外 ,真菌 
和 酵母 的 保存 方法 也 有 所 差异 ,酵母 能 像 细菌 一 样 通过 冷冻 或 冻 
干 长 期 保 在 ,无 孢子 真菌 菌株 则 不 宜 用 冻 干 保存 ,尤其 是 突变 株 和 
带 质粒 的 菌株 需 用 液 氨 直接 冷冻 保存 ,以 避免 特定 遗传 特征 的 改 
ERER, 

(一 ) 酵母 的 保存 

(1) 将 酵母 接种 于 固体 培养 基 ,于 适宜 温度 (28Y ) 培 养 ,以 获 
得 最 佳 的 培养 期 细胞 ,制备 菌 悬 液 。 

(2) 菌 悬 液 与 20% 的 脱脂 牛奶 以 1:1 的 比例 混合 用 于 冻 干 。 
悬浮 菌 体 加 10% 的 甘油 用 于 冷冻 。 

(3) 充分 混合 ,每 个 安 施 分 装 0. 2ml 菌 液 冻 干 ;分 装 0. 5ml Bi 
液 用 于 冷冻 。 

(4) 按 前 述 的 方法 采用 冻 干 和 液 氮 冷冻 保存 。 


表 7-11 酵母 菌 冻 干 保存 一 览 表 
存活 
种 名 保 PA CE) 
白 假 丝 酵母 (Candida albicans) 10% 脱脂 乳 + 1% GARA 7 
解 脂 假 丝 酵母 (C. lipolytica ) 10% 脱脂 乳 + 1% CARA 
热带 假 丝 酵母 (C. tropicalis) 10% 脱脂 乳 + 1% 谷 氨 酸 钠 
产 肝 假 丝 酵母 (C. utilis) 10% 脱脂 乳 + 1% 谷 氮 酸 钠 


新 型 隐 球 酵母 ( Cryptococcus neoformans) ”10% 脱脂 乳 + 1% 谷 氨 酸 钠 
DMAE AR (Debaryomyces hansenii) ”10% 脱脂 乳 + 1% 谷 氨 酸 钠 
FNMA AH (Endomycopsis fibuligera) 10% 脱脂 乳 + 1% 谷 氨 酸 钠 


人 eu 


异常 汉 逊 酵母 ( Hansenula anomala) 10% 脱脂 乳 + 1% 谷 氨 酸 钠 
HFCL IBME(H. schneggii) 10% 脱脂 乳 + 1% SARE 

SEW EBYSEREGR( Kloeckera africana) 10% 脱脂 乳 + 1% ARREN 
AWARE ( Lipomyces) 5% 糊 精 + 1% 谷 氨 酸 销 
pantie iia membri 10% 脱脂 乳 + 1% 谷 揽 琶 销 6 


酿酒 酵母 ( Saccharomyces cerevisiae ) 10% RRA +A 谷 氨 酸 钠 6 
WEES. uvarum) 10% 脱脂 乳 + 1% ARB 6 
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续 表 


存活 
种 名 保 PA (年 ) 
路 德 类 酵母 ( Saccharomycodes ludwigii) ”10% 脱脂 乳 +1% 谷 氨 酸 钠 ”6 
/\ Hl 34 38 BF ( Schizosaccharomyces 10% 脱脂 乳 + 1% RAMA 6 
octosporus ) 
无 名 球 拟 酵 母 ( Torulopsis famata ) 10% 脱脂 乳 + 1% 谷 氨 酸 钠 6 
BERL HUME HF ( Trichosporon ) 10% 脱脂 乳 + 1% 谷 氨 酸 钠 
威 克 酵 母 ( Wickerhamia fluorcscens ) 10% 脱脂 乳 + 1% FARA 4 
(二 ) 真菌 的 保存 


用 冻 干 的 方法 保存 产 孢 子 真 菌 的 孢子 ,存活 性 好 ,保存 期 可 达 
10 年 以 上 。 

不 产 孢 子 的 丝 状 真 菌 则 不 宜 冻 干 保存 ,最 佳 的 方法 是 采用 液 
氨 冷 冻 保 存 菌 丝 ,操作 程序 如 下 : 

(1) 常 法 固体 培养 丝 状 真菌 ,肉眼 选择 区 丝 生 长 丰满 SR 
污染 的 培养 物 冷冻 。 

(2) 用 10% 甘 油 洗 下 菌 丝 , 加 0.5ml 菌 丝 悬 液 到 冷冻 管 中 , 程 
控 降温 ,冷冻 于 液 氮 中 。 

(3) 有 的 菌 丝 不 易 洗 脱 或 挑 起 ,用 打 孔 法 取出 带 固 体 琼 脂 的 
菌 丝 , 接 种 于 液体 培养 基 , 让 菌 丝 生长 2 一 3 天 ,离心 ,用 10% 甘 油 
悬浮 菌 丝 体 ,分 装 冷冻 。 

值得 注意 的 是 ,病原 真菌 ,尤其 是 产 孢子 病原 真菌 保存 的 制备 
过 程 ,一 定 要 在 高 性 能 的 生物 安全 台 上 进行 ,因为 飞溅 的 孢子 会 污 


染 环境 和 危害 人 体 健康 。 
表 7-12 丝 状 真菌 保存 一 览 表 
菌 名 保护 剂 冻 干 存活 (年 ) 
Hi XB (Absidia coerulea) 血清 19 
#70 ABA. cytindrospora) 血清 2~5 


KRBIE(A. glauca) 血清 5 
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BK 


B 名 保护 剂 冻 干 存活 (年 ) 
WEHALICAG(A. hyalospora) 血清 17 
PE RHE ( Aspergillus alliaceus ) 血清 15 
FHEA. amstelodami ) 血清 23 
HECA. asperescens) 血清 15 
烟 色 泡 盛 曲霉 (A.，arearori ) 血清 15 
WHA. fumigatus) 血清 23 
98 48 ETE ( Chaetomium cochliodes) 血清 10 
长 刺 毛 党 (C. dolichotrichum ) 血清 17 
KEW HK ( Epidermophyton ieterdigitale ) 血清 23 
MEE ( Mucor microsporus ) 血清 17 
#8 88K BA ( Neurospora crassa ) 血清 9 
PRI AEH ( Penicillium aculeatum ) 血清 9 
阿达 青 老 (已 adametzi ) 血清 15 
KARP. cyaneumY 血清 15 
意大利 青竹 (P. italicum) 血清 23 
KER (P. piceum) 血清 15 
BEAR LE ( Phialophora verrucosa ) 血清 7 
MAR AG (Rhizopus acidus ) 血清 6 
#8 LER. formosaensis) 血清 6 
雅致 枝 霉 ( Thamnidium elegans) 血清 10 
异 配 囊 接 霉 (Zygorhywachecs) 血清 23 


三 、 医 学 病毒 (噬菌体 ) 衣 原 体 和 立 克 次 氏 体 的 保存 

病毒 ,衣原体 和 立 克 次 氏 体 都 是 严格 活 细胞 内 寄生 的 微生物 ， 
它们 的 种 属 虽然 没有 细菌 庞大 ,对 它们 的 研究 也 不 像 细 菌 那么 深 
人 ,尤其 是 保存 研究 的 工作 也 还 不 够 广泛 ,这 里 介绍 的 仅 是 目前 党 


用 的 保存 方法 。 
(一 ) 噬菌体 的 保存 


噬菌体 比 动物 病毒 容易 保存 。 几 乎 所 有 的 噬菌体 能 用 液 氨 保 
存 , 多 数 噬菌体 能 成 功 地 冻 干 。CCTCC HE T JLAREH KK F H 
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较 , 选 用 20% 脱 脂 牛奶 作 保护 剂 ,活性 较 好 。 

(1) 制备 噬菌体 悬 液 ”噬菌体 感染 宿主 细菌 ,离心 除去 未 裂 
解 的 菌 体 ,用 0.45pm 和 0. 22pm AY Millipore 滤器 过 滤 ,贮存 于 2 
~8C。 

(2) 测定 滴 度 ”采用 双 层 软 琼 脂 法 测定 只 菌 体 的 效 价 ,将 浓 
度 调 至 108 SRA Aol, 

(3) 冷冻 “一般 情况 下 ,噬菌体 可 在 无 保护 剂 的 条 件 下 冷冻 
加 等 体积 20% 的 甘油 或 二 甲 亚 碘 可 提高 冻 存 的 存活 率 。 

(4) 冻 干 ”噬菌体 悬 液 与 20% 脱脂 牛奶 等 体积 混合 ,每 支 安 
MDE 0.2ml, 常 法 冻 干 ,效果 良好 。 


R7-13 Bia ERE AR 

宿 主 菌 名 mai 保存 方法 PAM 
PSEA IR ( Closeridium perfringens) 8 WES 
产 气 肠 杆 菌 ( Enterobacter aerogenes ) 92 液 氮 6 
梨 火 疫病 欧文 氏 菌 (Erwinia amylovora ) 4S RABE 3 
大 肠 杆菌 ( Escherichia coli) - M13 液 氮 , 冻 干 5 
单 核 球 增多 性 利 氏 杆菌 (Listeria monocytogenes ) 243 MRF 7 
假 结核 巴 氏 杆 菌 ( Pasteurella pseudotuberculosis ) PS 液 氮 , 冻 干 5 
铜绿 色 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas aeruginosa ) PP7 液 氮 , 冻 于 8 
恶臭 假 单 胞 菌 (P. putida) ghi WARF 7 
假 单 胞 菌 (P. sp.) PM 2 WRF 7 
乙 种 副 伤寒 沙门 氏 菌 ( Salmonella schotimuelleri) 31 WA, RF 5 
鼠 伤 寒 沙门 氏 菌 (S. typhimurium) P22 液 氮 , 冻 干 4 
志 贺 氏 杆 菌 ( Shigella sp.) 37 液 氨 , 冻 干 8 
金黄 色 葡萄 球菌 ( Staphylococcus aureus) K WRF 10 
霍乱 弧 菌 ( Vibrio cholerae) 138 MAF 4 
鼠疫 耶 尔 森 氏 菌 ( Yersinia pestis) Y RA WF 9 


HE: (1) 液 拨 保存 时 ,用 10% 甘油 或 二 甲 亚 硕 作 保护 剂 。 
(2) 冻 干 保存 时 ,用 10% 的 脱脂 牛奶 为 保护 剂 
(二 ) 病毒 的 保存 
至 今 为 止 ,还 无 一 种 单一 的 保存 程序 能 有 效 地 保存 所 有 的 病 
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毒 。 病 毒 的 繁殖 条 件 和 使 用 保护 剂 的 种 类 ,浓度 都 直接 影响 保存 
方法 的 选择 ,而 每 种 方法 的 选择 要 建立 在 多 次 实验 的 基础 之 上 。 
下 面 介绍 的 是 ATCC 使 用 的 保存 方法 。CCTCC 参照 这 些 保存 方 
法 ,能 在 不 同 条 件 下 .有效 地 保存 多 种 病毒 。 

(1) 直接 冷冻 ”多数 的 胞 外 病毒 (裂解 宿主 细胞 的 病毒 ) 在 收 
集 感染 宿主 的 裂解 液 后 ,直接 快速 冷冻 保存 效果 甚 佳 。 其 操作 是 : 
分 装 0.5 一 1.0ml 的 病毒 悬 液 于 冷冻 管 中 , 置 -30 冰 箱 或 干冰 中 
FAK 30 分 钟 ,贮存 在 -707 或 液 氮 中 。 

(2) 程控 冷冻 ” 像 水 痘 一 一 疱疹 病毒 , 它 感染 宿主 细胞 后 ,不 
裂解 宿主 细胞 ,而 是 存在 于 细胞 内 。 这 类 病毒 的 保存 需 添 加 保护 
剂 直接 保存 宿主 细胞 ,并 用 程控 降温 法 冻 存 ,以 避免 快速 降温 造成 
对 宿主 细胞 的 损伤 。 

@ 选择 经 病毒 感染 的 病变 细胞 ,用 胰 酶 消化 或 刮 棒 使 细胞 脱 
壁 ,离心 收集 细胞 。 

@ 加 入 10% 二 甲 亚 砚 液 ,充分 悬浮 细胞 ,分 装 1. 0ml 细胞 县 
液 到 冷冻 管 中 , 用 常 法 冻 于 液 氨 中 。 

O 有 的 研究 者 习惯 将 收集 的 病变 细胞 通过 冻 - 融 循环 几 次 ， 
使 宿主 病变 细胞 破裂 ,病毒 释放 到 液体 中 ,离心 弃 沉 淀 , 取 上 清 液 
加 10% 热 灭 活 的 胎 牛 血清 (FBS) 和 7% 的 二 甲 亚 砚 ,分 装 于 冷冻 
管 ,用 常 法 冻 存 于 液 氮 中 。 

(3) EF 多 种 裂解 病毒 均 可 用 冻 干 方法 保存 ,在 冻 干 保存 
时 ,保护 剂 的 合理 选择 , 冻 干 条 件 的 优化 对 病毒 的 存活 率 、 保 存 期 
限 和 生物 学 特性 的 保持 尤为 重要 。 

OD 用 常 法 制备 病毒 悬 液 。 选 用 10% 的 葡萄 糖 20% 脱脂 牛奶 
或 20% 灭 活 牛 血清 作为 保护 剂 ,悬浮 病毒 。 

O DF RA, F -30C HA 18 一 48 小 时 ,或 -70C 预 冻 2 
一 4 小 时 。CCTCC 采用- 70 预 冻 过 夜 的 预 冻 程 序 。 

O 用 常 法 冻 干 .封口 ,于 ACHE. 

@ 常温 下 用 无 菌 水 复 水 冻 干 病毒 ,充分 混 匀 , 用 培养 液 或 
PBS 液 稀释 ,加 适当 稀释 度 的 病毒 感染 宿主 细胞 ,测定 病毒 滴 度 。 
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(4) 鸡 胚 增 殖 病毒 直接 冻 干 ”感染 鸡 胚 的 病毒 ,经 适当 处 理 
后 用 无 菌 操作 收集 ,可 直接 冻 干 。 鸡 胚 增殖 病毒 主要 来 自 尿 囊 液 
和 卵黄 。 这 类 病毒 收集 液 含有 丰富 的 蛋白 质 和 营养 成 分 ,pH 值 及 
渗透 压 也 适合 病毒 的 冻 干 ,不 加 任何 保护 剂 冻 干 效果 良好 。 

(三 ) 衣原体 的 保存 

衣原体 通常 采用 液 氮 冷冻 长 期 保存 。 最 近 ATCC 采用 加 等 
体积 的 10% 胎 牛 血清 和 20% 蔗 糖 溶液 到 衣原体 悬 液 中 ,成 功 地 冻 
干 保存 肺炎 衣原体 。 

(四 ) 立 克 次 氏 体 的 保存 

过 去 立 克 次 氏 体 的 保存 一 般 是 冷冻 保存 感染 脏 器 , 鸡 胚 .卵黄 
赛 材料 和 组 织 培养 物 。 后 来 经 过 研究 发 现 , 立 克 次 氏 体 也 可 冻 干 
保存 ,尽管 在 处 理 过 程 中 活性 会 降低 到 起 始 活性 的 1/10~ 1100, 
但 保存 过 程 中 几乎 不 再 降低 。 因 此 ,现在 采用 高 感染 滴 度 的 材料 
冻 干 ,以 10% 脱 脂 牛 奶 作 保护 剂 , 冷 干 后 长 期 保存 。 

表 7-14 动物 病毒 立 克 次 氏 体 和 衣原体 的 冷冻 保存 


种 名 材料 制备 保 PA 
腺 病毒 ( Adenovirus ) 感染 上 清 液 / 
布 尼 病 毒 ( Bunyavirus ) 20% 病变 鼠 脑 浸 液 / 
PPIH (Calicivirus) ”感染 悬 液 MEM 培养 液 +2% 胎 牛 血清 
MEM 培养 液 + 15% 胎 牛 
冠状 病毒 ( Coronavirus) 病变 的 原 代 细胞 血清 + 1% 谷 氨 酰胺 
黄 病毒 ( Flavivirus) 感染 悬 液 血清 (1:1) 

; MEM 培养 液 + 5% 胎 牛 血 
MPN Herpain) 感染 上 清 液 清 +0. lmol 蔗糖 
ERME (Orthomszo ae 10% AeA 
virus 

乳 多 空 病毒 ( Papovavirus) 病毒 悬 液 0.1% 的 牛 血 清白 蛋白 
BONERS Tee. gun 1% a EN 
细小 病毒 ( Parvovirus ) 感染 细胞 BEM 培养 液 +2% 胎 牛 血清 


小 RNA 病毒 (Picoma 


MEM 培养 液 + 2% 胎 牛 血 
ps 感染 上 清 液 清 
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种 名 材料 制备 保 护 剂 
瘟病 毒 ( Porvirus) 感染 上 清 液 MEM 培养 液 +5% 胎 牛 血清 
呼 肠 病毒 ( Reovirus ) 感染 上 清 液 / 

反 录 病毒 ( Retrovirus ) 感染 上 清 液 / 
弹 状 病毒 (Rhabdovirus) ”10% AE BURR 10% 马 血 清 
轮 状 病毒 ( Rotavirus ) 感染 上 清 液 10% 胎 牛 血清 


AR GK ( Chlamydia ) 20% FEIN LRT 


AG BUPA AT FEl Rickettsia AOR | AUF BRS 10% 牛 血 清 次 氏 体 
tsutsugamushi ) 液 
潜 热 立 克 次 氏 体 感染 小 鼠 肝 组 织 浸 
“(R. Sennetsu) 液 10% 牛 血清 次 氏 体 
AMLA I RRR 0.2mol REMEH 
„guintana 
表 7-15 动物 病毒 立 克 次 氏 体 和 衣原体 的 冻 干 保存 
种 名 材料 制备 RPA 
腺 病毒 (Adenovirus) 感染 上 清 液 10% BAK 
冠状 病毒 ( Coronavirus ) 感染 悬 液 MEM 培养 液 +15% 胎 牛 血清 
黄 病 毒 ( Flavivirus) 病变 原 代 细胞 / 
. 疱疹 病毒 ( Herpesvirus) 感染 皮肤 浸 液 0.2mol HR 
环 状 病毒 (Orbivirus ) 感染 上 清 液 ”10% 乳糖 水 


TEMPE (Orthomyzovirus) BEREA 10% 马 血 清 
乳 多 空 病毒 (Papovavirus) ”病毒 悬 液 0.1% 牛 血清 白 蛋白 


副 粘 病毒 ( Paramycovirus) RY RAH / 

细小 病毒 ( Parvovirus ) 感染 上 清 液 ”15% 脱脂 牛奶 

小 RNA 病毒 ( Picornavirus) 感染 上 清 液 

瘟病 毒 (Porvirus) 感 液 上 清 液 20% 脱脂 牛奶 

呼 肠 病毒 ( Reovirus ) 感染 上 清 液 / 

反 录 病毒 ( Retrovirus ) 感染 上 清 液 / 

轮 状 病毒 ( Rotavirus) 感染 液 2% 灭 活 血清 +20% 脱脂 牛奶 
披 膜 病毒 ( Togavirus ) 
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种 名 材料 制备 RPA 
KI ( Chlamydia ) 20% 55 Be HE Ait 
莫 氏 立 克 次 氏 体 (Rickertsia mooseri) REIN HEE 0. 2mol RES 7K 
普 氏 立 克 次 氏 体 (R. prowazeki ) ERR 0. 2mol RAE AK 
立 克 立 克 次 氏 体 (R. rickettsii ) ENE 0. 2mol 蔗糖 水 
AG PAT PEK RRR. tsutsugamushi) IEI RAE 0. 2mol 蔗糖 水 
P REHE H ( Coxiella burnetii) DELELE 0. 2mol 蔗糖 水 
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ATCC 采用 上 百 种 程序 保存 1000 多 株 原 生动 物 和 藻类 。 所 
有 的 原生 动物 和 营 类 均 可 稳定 地 贮存 液 所 中 ,那些 在 生活 史 中 能 
形成 抗 性 期 的 株 系 可 干燥 保存 ,具有 细胞 壁 的 藻 株 已 证 明 用 冻 干 
保存 效果 较 好 ,但 是 它们 的 保存 材料 制备 和 保护 剂 的 种 类 、 浓 度 差 
异 极 大 。 有 的 甚至 同一 属 而 不 同 种 ,其 制备 程序 和 保护 剂 浓 度 也 
不 一 样 ,这 就 给 保存 新 的 种 属 带 来 困难 。 表 7 一 16 列 出 了 ATCC 
保存 现 有 属 的 原生 动物 和 藻类 的 保存 方法 和 保护 剂 浓度 ,可 以 供 


参考 。 
表 7- 16 ATCC 原生 动物 和 藻类 的 冻 存 

属 名 mR PA 保存 法 
EIEE ( Acanthamoeba ) 5% 一 7.5% 二 甲 亚 砚 BR 
巴 贝 虫 (Babesia ) 16.7% 甘油 wR 
赭 虫 ( Blepharisma ) 7.5% 二 甲 亚 砚 WR 
波 豆 虫 ( Bodo) 10% PEI RA 
葡萄 虫 ( Borrsedium ) 7% 二 甲 亚 砚 或 10% 甘油 液 氨 
EHE th ( Chilodonella ) 7.5% 二 甲 亚 砚 MR 
KR (Chlamydomonas) 5% ~7.5% 二 甲 亚 砚 或 7.5% 甲醇 AA 
E KH ( Chlamydophrys ) 5% P E RR 
ERRA H ( Chlorogonium ) 5% -F EI RA 
‘IE $ ( Col poda ) 7.5% PER 液 氨 


BR 


属 名 R P A 
短 膜 虫 (Crithidia ) 5% PER 
HE B( Didinium ) 10% = FH 
MRE Dientamoeba) ON REA SH 玉宇 
长 颈 虫 (Dileptus) 7.5% FER 
艾 美 球 虫 (Eimeria ) 7.5% PEA 
页 第 虫 ( Giardia ) 12% 二 甲 亚 砚 +4% 蔗糖 
BF HB ( Glaucoma ) 10% PEM 
RER ( Hexamita ) 10% 二 甲 亚 砚 
AW R ( Lepromonas ) 5% 二 甲 亚 砚 
微粒 子 虫 (Nosema ) 5% 甘油 
ARER ( Ochromonas ) 10% 二 甲 亚 砚 或 7.5% 甲醇 
FBR H ( Oikomonas ) 10% ZF EA 
HAR ( Paramecium ) eee 二 甲 亚 砚 
拟 变形 虫 ( Paramoeba ) 5% 二 甲 亚 砚 

; 10% 甘油 (体内 株 ) ,28% 甘油 

(Pissmdti) + 3% IL SER + 65% NaCI( 休 外 株 ) 
HA BEB ( Polytoma ) 5% 甲醇 
短 柱 虫 (Rhabdostyla ) 7.5% 二 甲 亚 砚 
吻 滴 虫 (Rhynchomonas) 5% 二 甲 亚 砚 
锥 滴 虫 (Trepomonas ) 10% 二 甲 亚 碘 
EW h ( Trichomonas) 5% PEM 
简 变 虫 ( Vahlkampfia ) 5% 一 7.5% 二 甲 亚 硕 
Bh 虫 (Vorticella) 7.5% REA 
fa MEW ( Anabaena ) 10% 甘油 
K (Chlamydomonas) 10% 甘油 
A388 ( Chlorella) 10% 甘油 
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第 3 篇 ”动物 材料 的 低温 生物 学 


第 8 章 细胞 培养 物 的 低温 冻 存 


$8.1 细胞 培养 物 冻 存 及 其 质量 控制 概述 


一 、 意 义 

细胞 培养 物 (cell culture) 指 在 离 体 条 件 下 具有 继 代 生长 .增殖 
能 力 的 细胞 材料 ,通常 包括 动物 细胞 系 ( 株 )、 人 体 细胞 系 ( 株 )、 杂 
交 瘤 ,转基因 细胞 、 特 殊 产品 表达 细胞 .昆虫 细胞 等 。 细 胞 冻 存 
(freezing cells) 则 是 应 用 - 70°C 以 下 的 超低温 条 件 , 保存 细胞 培养 
物 ,使 其 达到 长 期 贮存 的 目的 。 而 所 谓 细胞 培养 物质 量 控制 就 是 
采用 多 种 特殊 的 检测 技术 ,对 研究 .保藏 使 用 中 的 细胞 培养 物 进 
行 检测 ,发 现 可 能 存在 的 污染 源 ,排除 其 潜在 的 危险 性 ,保持 细胞 
培养 物 的 高 品质 状态 。 细 胞 培养 物 的 冻 存 及 质量 控制 具有 重要 意 
义 ,概括 起 来 至 少 可 以 分 以 下 三 个 方面 。 

(一 ) 有 利于 动物 细胞 产品 的 开发 和 利用 

动物 细胞 的 体外 培养 物 ,能 产生 许多 有 价值 的 生物 制品 ,包括 
重要 的 疫苗 、 高 效 的 治疗 药物 和 灵敏 的 检测 、 诊 断 试 剂 。 目 前 ,我 
国 应 用 分 子 生物 学 技术 、 免 疫 学 方法 和 遗传 工程 手段 ,通过 动物 细 
胞 培养 生产 乙肝 疫苗 、 单 克隆 抗体 、 尿 激酶 . 乙 脑 疫苗 ,狂犬 疫 菌 、 
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红细胞 生成 素 和 血小板 生成 素 等 生物 制品 已 成 为 可 能 。 但 动物 细 
胞 在 研制 和 生产 过 程 中 的 培养 ,保藏 .质量 控制 一 直 存在 问题 。 据 
报道 ,由 于 前 期 细胞 培养 物质 量 欠 佳 (污染 微生物 \ 支 原 体 等 ), 影 
响 生物 制品 产量 和 质量 ,造成 难以 估量 的 重大 经 济 损失 。 此 外 , 随 
着 生物 工程 的 进展 ,使 得 很 多 只 能 由 动物 体内 产生 的 蛋白 质 ,可 由 
重组 的 微生物 产生 ,如 重组 的 大 肠 杆菌 表达 和 生产 人 胰岛 素 和 人 
生长 激素 。 但 由 于 微生物 细胞 缺少 蛋白 质 的 转录 后 修饰 机 制 , 重 
组 微生物 产生 的 很 多 蛋白 质 分子 不 具有 所 期 望 的 生物 学 功能 和 活 
H ,实际 应 用 存在 很 大 的 差距 。 而 动物 细胞 却 具备 微生物 所 缺少 
的 蛋白 质 转录 后 的 修饰 功能 ,而 且 动 物 细胞 的 产物 往往 分 泌 到 细 
胞 外 ,有 利于 分 离 纯化 。 为 此 ,利用 转基因 动物 细胞 生产 有 价值 
生化 产品 .治疗 药物 的 技术 越 来 越 被 人 们 重视 。 综 上 所 述 ,无 论 生 
物 制品 还 是 生化 产品 ,其 制备 过 程 均 涉及 细胞 培养 物 交换 、 使 用 、 
保存 问题 。 可 见 ,细胞 培养 物 培养 , 冻 存 质量 控制 的 重要 性 在 于 
它 直 接 影响 生物 技术 产品 的 开发 和 利用 ， 

(二 ) 有 利于 生命 科学 和 基础 医学 研究 水 平 的 提高 

在 长 期 的 研究 工作 中 ,除了 部 分 研究 者 意识 到 细胞 培养 物质 
量 控 制 的 重要 性 ,注意 选择 、 控 制 细胞 培养 的 质量 及 来 源 外 ,多 数 
研究 者 由 于 无 统一 质量 控制 的 检测 标准 ,往往 忽视 了 控制 细胞 培 
养 物 的 质量 ,至 使 很 多 研究 论文 水 平 不 高 ,实验 结果 重复 性 差 , 同 
Bt RT ARAN AT ,物力 和 财力 。 生 命 科学 和 医学 是 实验 性 
很 强 的 学 科 ,结果 的 稳定 性 和 重复 性 虽 受 很 多 因素 的 影响 ,但 以 细 
胞 为 实验 材料 研究 生命 现象 ,细胞 培养 物 的 质量 优 劣 直接 影响 结 
果 的 可 靠 性 和 重复 性 。 所 以 , 近 几 年 生命 科学 和 医学 界 的 很 多 前 
辈 .中 青年 专家 ,尤其 是 国外 学 成 归 国 的 青年 科学 家 ,都 在 呼吁 采 
取 ,+ 施 尽快 建立 我 国 的 细胞 培养 物 冻 存 及 质量 控制 与 检测 标准 化 
系统 ,将 用 于 科学 研究 的 细胞 培养 物 的 质量 控制 纳入 正轨 ,为 提高 
我 国 科学 研究 水 平 英 定 基础 。 同 时 ,对 研究 论文 发 表 的 质量 提出 
更 高 的 标准 ,要 求 对 细胞 培养 物质 量 控制 检测 结果 予以 重视 ,尽快 
国际 接轨 增强 科学 学 术 论文 在 国外 的 竞争 力 。 
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(=) 有 利于 国际 间 细 胞 培养 物 的 引种 和 交换 

许多 生物 学 家 认为 ,一 个 国家 或 地 区 ,培养 物种 类 和 数量 的 拥 
有 量 质量 的 优 劣 及 对 培养 物 研究 、 开 发 .利用 的 状况 将 对 科学 发 
展 和 经 济 产生 重大 的 影响 。 培 养 物 作为 生命 科学 和 医学 科学 研究 
和 应 用 的 材料 , 若 缺乏 则 会 使 研究 工作 被 迫 改 变 中止. 甚 至 取消 。 
因此 ,世界 各 国 和 地 区 都 在 努力 扩大 自己 培养 物 的 保藏 数量 和 种 
类 。 鉴 于 细胞 培养 物 作 为 一 类 特殊 的 培养 物 在 保藏 上 的 重要 性 ， 
日 本 大 阪 发 酵 所 (IFO) ,德国 培养 物 保藏 所 (DSM) ,都 在 近年 内 扩 
大 保藏 范围 ,将 细胞 培养 物 列 入 保藏 对 象 。 据 资料 统计 ,到 目前 为 
止 ,国内 外 编 入 细胞 目录 的 动物 细胞 系 ( 株 ) 仅 包括 105 个 种 的 
5000 余 株 ,其 中 国内 编目 的 不 到 1000 株 , 不 足 总 数 的 1/5, 况 且 还 
有 相当 一 部 分 的 细胞 品质 极 低 。 这 与 我 国 的 科学 研究 水 平 ,经 济 
发 展 趋势 是 极 不 适应 的 。 今 后 的 一 个 相当 时 期 内 ,始终 面临 细胞 
培养 物 引种 ,交换 ,与 国际 接轨 的 问题 ,这 就 给 我 国 细胞 培养 物 的 
培养 保藏, 使用、 管理 提出 更 高 的 要 求 。 

二 、 基 本 程序 与 要 求 

实验 室内 培养 的 动物 细胞 系 ( 株 ) .杂交 瘤 ,肿瘤 细胞 等 细胞 培 
养 物 ,需要 定时 传代 ,这 是 一 项 繁重 的 工作 ;而 且 由 于 细胞 连续 传 
代 , 增 加 了 细胞 交叉 污染 .微生物 污染 和 遗传 变异 的 危险 性 。 二 售 
体 细胞 的 连续 传代 则 会 过 早 地 衰老 死亡 。 因 此 ,细胞 保存 是 细胞 
学 ,免疫 学 ,临床 低温 医学 及 相关 学 科研 究 应 用 中 的 一 个 十 分 重要 
的 基础 工作 。 从 60 年 代 初 起 ,发 达 国家 都 先后 建立 专门 机 构 一 
细胞 库 (cell bank) 保 存 各 类 细胞 系 ( 株 )。 设 在 武汉 大 学 的 中 国 典 
型 培养 物 保藏 中 心 (China Center for Type Culture Collection ,简称 
CCTCC) ,建立 于 1985 年 3 月 ,主要 承担 国内 外 专利 和 非 专利 培 
养 物 (包括 各 类 微生物 菌 种 , 动 植物 细胞 系 .病毒 体外 质粒 . 单 细 
胞 藻类 ) 保 藏 。 目 前 ,保藏 中 心 已 收集 ,保存 国内 外 的 专利 和 非 专 
利 培养 物 4000 余 株 。 细 胞 保藏 库 作为 保藏 中 心 的 一 部 分 ,至 今 已 
收集 ,保存 了 来 自 美国 日本、 德国、 澳大利亚 .加 拿 大、 荷兰 .瑞士 
和 国内 专利 申请 人 提交 的 专利 动物 细胞 系 ( 株 ) .杂交 瘤 、 遗 传 基因 
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转化 细胞 .肿瘤 细胞 和 非 专利 细胞 培养 物 300 多 株 。 各 种 细胞 培 
养 物 均 采用 液 氨 超 低温 冻 存 .参照 美国 典型 培养 物 保藏 所 


来 源 于 国内 的 细胞 培养 物 。 来源 于 国外 的 细胞 培养 物 
10 388 / 株 \. J ORR 
Name, em 


M 
TATER OMRE 
TRAA aaa 


复活 细胞 安 施 ( 2 支 ) 
微生物 污染 检测 | ”细胞 活性 检测 
支原体 污染 检测 | 
细胞 培养 增殖 
(一 般 20 ~ 30 天 ) 


增殖 细胞 制备 冻 存 安 施 (15 ~ 20 支 ) 
微生物 污染 检测 ”| ”细胞 活性 检测 
支原体 污染 检测 | 细胞 总 数 测定 


TERMARRHETEART MTEI) 


IRD ARIE eK FERM (50 ~ 100 ZRA ) 
微生物 污染 检测 “| ”细胞 活性 检测 
支原体 污染 检测 | 细胞 总 数 测定 
某 些 生物 学 特性 
检测 
优良 品质 的 大 量 细胞 安 阁 长 期 贮存 ( 分 发 贮存 ) 
fr. 
RGD RA IRE OA 


定期 随机 取样 检测 活性 ( 2 EA) 


| 


BA, 输入 微机 
图 8 - 1 保藏 中 心细 胞 培养 物 保藏 标准 程序 
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(American Type Culture Collection, ATCC, USA) .欧洲 动物 细胞 
保藏 中 心 (European Collection of Animal Cell Culture, ECACC, 
UK), H Æ RIKEN 细胞 库 (RIKEN Cell Bank,Japan) 的 标准 方法 ， 
对 保存 的 细胞 培养 物 进行 严格 质量 控制 和 管理 。 其 程序 如 图 8 - 
1 所 示 。 

保藏 中 心细 胞 培养 物 保存 的 标准 程序 是 在 参考 国外 资料 的 基 
础 上 ,经 过 十 几 年 的 实践 ,不断 改进 、 不 断 完善 制定 的 ,程序 强调 了 
细胞 保存 中 质量 控制 的 重要 性 。 按 照 以 上 程序 控制 细胞 培养 物 的 
ARRE 细胞 的 人 库 率 复活 率 和 存活 性 均 可 获得 令 人 满意 的 结 
果 。 作 者 认为 ,其 冷冻 保存 程序 中 ,一 种 好 的 冷冻 方法 的 选择 , 某 
些 保存 条 件 的 优化 对 于 提高 细胞 存活 率 、 确 保 细胞 的 长 期 .稳定 保 
存 是 至 关 重 要 的 。 不 言 而 喻 ,一 个 保存 多 种 动物 细胞 和 杂交 瘤 的 
实验 室 , 如 研究 者 不 尽快 建立 成 熟 的 长 期 保存 方法 ,那么 这 些 细胞 
就 可 能 因 保存 不 当 而 变异 或 死亡 。 所 幸 的 是 ,一 般 研究 人 员 都 很 
注意 选择 适宜 的 方法 保存 自己 的 细胞 培养 物 ,有 的 还 购置 先进 的 
保存 仪器 设备 ,在 条 件 上 做 到 尽善尽美 。 然 而 ,优良 品质 的 细胞 培 
养 物 保存 仅仅 在 保存 设备 条 件 上 花 功夫 是 不 够 的 ,更 重要 的 是 要 
在 细胞 的 质量 控制 上 有 更 多 的 投入 ,建立 ,实施 一 整套 严格 的 细胞 
保存 质量 控制 方法 和 技术 。 而 这 一 点 往往 被 一 般 研 究 人 员 所 琉 
忽 。 严 格 地 说 ,优良 的 细胞 保存 设备 .完善 的 保存 手段 ,是 低温 保 
存活 细胞 的 基础 ,而 全 面 的 质量 控制 则 主导 了 保存 细胞 材料 的 品 
质 。 无 严格 的 质量 控制 手段 作 保证 ,保存 再 多 的 细胞 也 是 徒劳 的 ， 
无 任何 使 用 价值 。 试 想 ,长 期 保存 那些 虽然 活性 很 高 但 污染 了 支 
原 体 或 存在 交叉 污染 的 细胞 有 何 用 处 。 任何 一 个 精良 的 细胞 保存 
库 或 普通 细胞 保存 实验 室 都 必须 强调 质量 控制 的 重要 性 。 国 内 现 
有 的 很 多 有 关 细 胞 培养 物 保存 的 出 版 物 中 ,对 质量 控制 问题 很 少 
强调 或 强调 不 够 ,尤其 是 质量 控制 的 技术 、 方 法 介绍 其 少 。 鉴 于 
此 ,这 一 章 中 ,在 介绍 保存 原理 .方法 的 同时 ,综合 介绍 国外 和 作者 
实验 室 目前 应 用 的 一 些 主要 的 细胞 质量 控制 方法 .技术 ,并 尽 可 能 
对 技术 的 特点 、 应 用 效果 作出 评估 。 
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$8.2 细胞 培养 物 冷 冻 保 存 的 原理 和 方法 


早 在 40 年 代 , 和 们 就 已 经 证 明了 人 类 精子 对 -790 乃至 
-196Y 的 超低温 具有 一 定 的 抵抗 力 。 随 后 又 发 现 ,一 定 浓度 范围 
的 甘油 对 低温 保存 动物 细胞 具有 良好 的 保护 作用 ,于 细胞 悬浮 液 
中 加 入 甘油 ,可 以 明显 地 提高 其 在 一 70 届 的 存活 率 。60 ER, A 
一 种 化 学 试剂 一 一 二 甲 亚 砚 (DMSO) 又 被 用 作 细 胞 的 低温 保护 
剂 ,使 细胞 低温 保存 中 使 用 的 保护 剂 更 广泛 。 应 用 甘油 或 二 甲 亚 
碘 作 保护 剂 ,已 经 可 以 成 功 地 低温 保存 各 种 动物 细胞 ,特别 是 使 用 
一 196 信 的 液 氮 超低温 保存 技术 以 来 ,长 期 保存 不 同 来 源 的 细胞 培 
养 物 已 不 成 问题 。 其 基本 原理 在 于 将 培养 至 对 数 生长 晚期 的 细胞 
收集 ,用 适宜 浓度 的 低温 保护 剂 悬浮 ,分 装 冻 存 安 颜 ,并 以 最 佳 降 
温 速 率 降 到 一 100C 以 下 ,投入 液 氮 冻 存 。 在 如 此 条 件 下 ,细胞 处 
于 极 低 的 代谢 状态 ,停止 生长 ,因此 ,可 以 达到 长 期 保存 的 目的 。 
一 般 而 言 , 细 胞 保存 时 间 的 长 短 与 温度 密切 相关 :温度 越 低 ,保存 
时 间 越 长 。 有 人 认为 , 液 氮 深层 ( - 196°C ) 冻 存 的 细胞 至 少 可 以 存 
活 上 百年 。 所 以 国内 外 几乎 所 有 的 细胞 实验 室 、 细 胞 库 均 采 用 液 
氮 保 存 细胞 培养 物 。 这 种 方法 自 50 年 代 保存 继 代 细 胞 系 至 今 ,已 
50 余年 的 历史 。50 多 年 来 ,低温 生物 学 家 培养 物 保存 专家 的 研 
究 成 果 ,主要 集中 在 低温 保护 剂 的 选择 ,冷冻 速率 的 改进 及 低温 保 
存 机 理 的 探讨 等 方面 ,在 保存 手段 上 并 没有 新 的 突破 。 直 到 现在 ， 
采用 液 氮 保 存 细胞 培养 物 ,仍然 被 公认 为 最 佳 的 方法 , 它 被 广泛 地 
应 用 于 生物 学 .基础 医学 ,临床 医学 及 有 关 科学 。 

鉴于 细胞 保存 的 低温 保护 剂 选 择 ,冷冻 速率 的 确定 、 保 存 机 理 
的 内 容 已 在 有 关 章 节 中 论述 ,这 一 节 中 就 不 重复 讨论 了 , 仅 重点 介 
绍 细胞 培养 物 的 液 氨 保 存 方法 ,简要 讨论 细胞 - TOC 深 冻 的 利弊 。 

一 、 细 胞 培养 物 的 液 氮 保存 法 

如 前 所 述 , 细 胞 培养 物 采 用 液 氮 保存 是 目前 最 佳 的 方法 , 它 适 
合 于 各 种 细胞 的 长 期 保存 。 作 者 于 1985 年 以 来 保存 于 液 氮 中 的 

176 


动物 细胞 .人体 二 倍 体 细胞 .昆虫 细胞 ,肿瘤 基因 转化 细胞 ,营养 缺 
陷 型 细胞 和 杂交 瘤 细 胞 共 300 余 株 ,几经 复核 ,存活 率 下 降 无 几 ， 
细胞 学 特性 相当 稳定 。 以 下 将 详细 介绍 我 们 用 于 冻 存 .复苏 和 管 
理 这 些 细胞 培养 物 的 常规 方法 。 这 种 程序 既 适 合 于 大 批量 低温 保 
存 细胞 培养 物 的 细胞 库 , 也 有 用 于 建立 较 小 规模 的 细胞 低温 保存 
实验 室 。 

(一 ) 安 颜 或 冷冻 管 的 准备 

(1) 将 洁净 安 施用 记号 笔 注 明 冻 存 细胞 名 称 、 冻 存 批号 、 冻 存 
日 期 ,于 120 人 左右 烘 烤 1 一 2 小 时 ,使 墨迹 烘 干 。 

(2) 分 别 于 烘 干 安 丫 颈 上 加 盖 一 个 玻璃 帽 ,排列 于 不 锈 钢 安 
ARBRE ,用 牛皮纸 包 扎 结实 ,180Y FARA 2~3 小 时 ,备用 。 

(3) 将 塑料 冷冻 管 预 先 辐射 灭 菌 ,标注 冻 存 细胞 名 称 , 冻 存 批 
号 和 冻 存 日 期 即 可 。 

(二 ) 细胞 冻 存 液 的 制备 

(1) 选择 适当 的 低温 保护 剂 (甘油 、 二 甲 亚 砚 ), 记 录 其 来 源 、 
批号 和 除 菌 日 期 。 

(2) 使 用 前 , 取 待 冻 细胞 的 培养 液 ,加 入 10% (V/V) 9 = 
亚 碘 或 甘油 ,充分 混 匀 , 制 成 细胞 冻 存 液 , 暂 存 于 4 。 一 般 以 待 
冻 存 细胞 的 培养 液 加 保护 剂 作为 冻 存 液 ,有 的 细胞 选用 90% 的 小 
牛 血清 加 10% 的 保护 剂 效果 更 好 。 

(三 ) 冻 存 细胞 的 制备 与 分 装 

(1) 细胞 收集 ”选择 生长 旺盛 的 培养 物 (对 数 生长 期 形态 正常 、 
无 污染 的 细胞 培养 物 ) ,更换 新 鲜 培养 液 ,继续 培养 24 小 时 。 用 常规 
方法 收集 细胞 , 显 微 细 胞 计数 ,调整 细胞 浓度 为 :8 一 107 个 /ml。 

(2) 悬浮 细胞 计数 后 的 细胞 悬 液 于 1000r/min 离心 10 分 
钟 ,将 沉 集 细胞 用 等 体积 的 冻 存 液 重新 悬浮 。 如 细胞 悬浮 液 pH 
过 高 ,可 直接 通 入 5% 的 无 菌 CO 气体 调节 pH 值 。 

(3) 分 装 用 1lml 无 菌 吸管 吸取 细胞 悬 液 1ml SEA ER, 
操作 要 迅速 并 不 断 混 匀 , 安 颜 标签 标明 的 细胞 名 称 必 须 同 所 分 装 
的 细胞 一 致 。 使 用 塑料 冻 存 管 贮存 细胞 时 ,在 分 装 细胞 后 ,拧紧 螺 
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HER FORK. 

(4) 取样 检测 和 计数 ”分 装 结束 前 ,分 别 取 样 作 微生物 污染 
检测 (方法 见 后 )。 留 0. 5ml 左右 的 细胞 悬 液 显 微 计数 ,计算 冻 存 
细胞 的 细胞 总 数 存活 率 (% )。 

(四 ) ZAH ORRI 

(1) 用 煤气 - 氧气 喷 灯 封口 。 将 安 颜 的 颈 端 置 火 焰 的 高 温 
区 ,旋转 加 热 拉 长 封口 ,以 减少 安 丫 顶端 留 下 微 孔 。 封 口 必 须 十 分 
可 靠 ,否则 从 液 所 中 取出 时 会 发 生 爆炸 ,造成 事故 。 

(2) 将 封口 后 的 安 颜 固定 在 铝 制 安 颜 夹 上 , 置 于 盛 有 0.05% 美 
蓝 液 的 容器 中 ,让 美 蓝 液 充分 浸泡 安 闪 ,于 4 冷库 放置 30 分 钟 ， 

(3) RW RAK, AB 
来 水 冲洗 , 弃 去 渗入 了 美 蓝 
染料 的 安 诉 ,其 余 的 擦 干 , 待 
冷冻 。 

(E) RRA AMICR 

(1) 打开 程控 降温 仪 
(图 8 一 2) ,根据 冻 存 细胞 的 
类 型 细胞 浓度 、 保 护 剂 种 类 
设 定 降温 速率 。 一 般 固定 程 
序 为 :以 - 1.0Y /min 速率 
降 至 -30C ,再 以 -5.0C7 
min 速率 降 至 -120C 以 下 。 

(2) 检查 自动 记录 仪 工 
作 状 况 , 设 定 降温 程序 编号 、 
冻 存 细胞 名 称 日 期 。 

(3) BARA RMA 8-2 KRYO 一 10 程控 降温 仪 
控 降温 仪 冷冻 室 支架 上 , 调 (Planer products ltd. England) 

出 预先 设 定 的 标准 程序 ,进行 程控 降温 。 

(4) KRE -120C 时 ,降温 仪 自动 报警 ,迅速 取出 安 额 来， 

投入 MVE800 液 氮 容 器 (图 8 一 3) 中 贮存 。 
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图 8-3 MVE - XLC800 液 氮 容器 (Minnesota valley engineering 
Inc. USA) 

(5) 记录 细胞 贮存 位 置 ,了 到 下 自动 记录 的 降温 曲线 纸 件 , 建 
卡 , 建 档 。 

(六 ) 冻 存 细胞 的 复核 及 检测 

(1) 复苏 细胞 的 操作 时 必须 戴 面 章 绝热 手套 ,以 保护 面部 和 
颈 部 ,防止 手 冻 伤 。 

(2) 核对 细胞 名 称 、 批 号 .贮存 位 置 。 从 液 氮 中 取出 3 个 安 
颜 ,立即 投入 37 一 40 尼 水 浴 中 , 播 动 安 阁 使 冷冻 细胞 融化 。 融 化 
尽 可 能 在 1 分 钟 内 完成 。 

(3) 将 安 关 移 至 生物 安全 操作 台 台 面 上 ,用 70% 酒 精 溶 液 消 
毒 表面 ,启封 。 

(4) 用 1ml 无 菌 吸 管 吸取 1 支 安 请 内 的 细胞 悬 液 ,接种 到 2 
个 T-25 或 1 个 T-75 塑料 细胞 培养 瓶 (Costar Co. USA) # , T - 
25 加 7ml 或 -75 加 12ml 新 鲜 的 培养 液 , 通 入 适量 5% 的 无 菌 
CO ,用 常 法 密闭 培养 2 一 3 天 。 

(5) 将 其 余 2 支 安 丫 的 细胞 悬 液 移 至 1 支 无 菌 小 离心 管 中 ， 
充分 混 匀 。 

(6) 分 别 接种 0.3ml 混合 细胞 悬 液 至 SDB 管 .BHI 管 .THIO, 
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管 .TSB 管 中 和 血液 平板 上 (培养 基 的 制备 见 “ 微 生物 污染 检 
测 ”) , 常 法 培养 2 一 3 周 , 作 微生物 污染 检测 试验 。 

(7) 取 0.1ml 混合 细胞 悬 液 与 0. 1ml 0.5% 的 胎 盼 蓝 液 混合 ， 
用 微量 进 样 器 取样 加 入 血球 计数 板 计数 室内 , 置 光学 显微镜 低 倍 
物镜 下 计 细 胞 总 数 、 细 胞 存活 率 ( % )。 

(8) 取 0.4ml 混合 细胞 悬 液 作 支 原 体 污 染 检测 (方法 见 后 ) 。 

(七 ) 结果 观察 和 整理 资料 

(1) WR T-2538 T— 75 瓶 细胞 生长 情况 ,核实 微生物 污染 
检测 试验 的 各 管 及 血液 平板 , 作 支原体 荧光 染色 观察 照相 。 记 录 
结果 ,进行 冻 存 细胞 的 品质 评估 。 

(2) 整理 冻 存 细胞 资料 ,必要 时 建 档 , 输 入 微机 数据 库 。 

二 、 细 胞 培养 物 的 - 707 深 冻 保存 法 

细胞 培养 物 的 — 70°C 深 冻 保存 采用 机 械 冰 箱 , 适 用 于 无 液 氨 
源 的 实验 室 。 它 具有 安 颜 取 存 方便 的 优点 ,特别 适宜 短期 保存 细 
胞 (半年 内 )。 其 制备 安 阁 的 操作 程序 与 液 氨 保存 法 完全 相同 。 

长 期 保存 细胞 不 宜 用 一 70 忆 冰箱 保 存 。 在 一 70 亿 条 件 下 , 细 
胞 自然 死亡 率 明显 加 快 。 据 报道 ,动物 细胞 于 液 氮 中 保存 1 ~ 2 
年 ,存活 率 一 般 可 达 90% 以 上 ;而 在 - 70Y 冰箱 内 保存 同样 时 间 
的 细胞 ,存活 率 不 到 10% ,有 时 仅 2% 一 3% 。 这 将 给 细胞 的 复苏 、 
培养 带 来 困难 。 尤 其 是 淋巴 细胞 ,杂交 瘤 细 胞 更 不 宜 采 用 -70 
冰箱 保存 。 加 之 停电 、 机 械 故 障 等 因素 ,冰箱 的 温度 波动 变化 无 法 
控制 ,造成 贮存 细胞 的 过 早衰 老 ” 死亡 ,所 以 一 70 忆 冰箱 只 能 作 
为 液 氨 保存 的 一 种 过 渡 形 式 或 临时 措施 。 


$8.3 细胞 培养 物 冻 存 的 实用 方法 


动物 细胞 培养 物 的 冻 存 是 生命 科学 研究 中 一 项 最 基础 最 重 

要 的 工作 之 一 。 当 一 株 新 细胞 系 的 建立 ,或 一 株 具有 某 种 特性 的 

克隆 细胞 株 的 鉴定 完毕 ,及 时 冻 存 “ 原 种 ”(seed stock) 是 非常 必要 

的 。 当 引进 一 株 新 的 细胞 系 时 ,也 有 冻 存 “ 原 种 ”的 必要 。 当 然 , 研 
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究 工作 的 间断 或 阶段 性 工作 的 结束 , 冻 存 所 用 细胞 系 ( 株 ) 就 更 为 
普遍 了 。 总 之 ,无 论 是 冻 存 细胞 原 种 还 是 冻 存 研究 用 细胞 系 ( 株 )， 
其 目的 只 有 一 个 , 即 减少 细胞 的 污染 .遗传 特性 的 丢失 及 保持 生理 
特性 的 稳定 。 液 氨 冻 存 细胞 是 目前 最 为 有 效 的 方法 ,已 被 国内 外 
众多 的 实验 室 ,细胞 库 常规 使 用 。 尽 管 各 实验 室 ,细胞 库 之 间 使 用 
的 冻 存 技术 是 大 同 小 异 ,但 趋 于 财力 ,物力 ,实验 室 条 件 有 限 ,在 操 
作 程 序 上 还 是 有 所 不 同 。 尤 其 是 国内 的 普通 实验 室 ,甚至 还 存在 
某 种 弊端 ,使 细胞 冻 存 后 的 存活 率 极 低 。 因 此 ,作者 将 CCTCC 动 
物 细胞 冻 存 的 标准 程序 列 出 , 供 使 用 者 参考 。 

一 、 细 胞 冻 存 所 需 材料 和 器 具 

(一 ) 待 冻 存 细胞 系 ( 株 ) 

(1) 悬浮 培养 细胞 系 (HL — 60, K562,H9). 

(2) 单 层 培养 细胞 系 (KMB - 17, Hela, BHK -21,Vero)。 

(二 ) 试剂 

(1) 生长 培养 液 DMFM、RPMI1640、F12 - K 等 商品 培养 
基 , 按 $8.4 介绍 的 方法 制备 , 补 加 10% 胎 牛 血清 或 12% ~ 15% 
的 小 牛 血清 ,不 加 任何 抗生素 。 

(2) 消化 液 (0.25% 胰 酶 ) 将 胰 酶 (GIBCO,0.25% )、EDTA 
-Naz(0.03% ) 用 无 Ca?* Mg’ 的 Hank’ s 液 充分 溶解 ,再 用 
2mol/L f NaOH W pH 到 7.5, 过 滤 除 菌 , 分 装 后 贮存 于 -30t 
用 。 

(3) 保护 剂 10% ~20%( V/V) A) = FE A (DMSO), ,使 用 
前 用 生长 培养 液 配制 。 

(4) HER 70%(YVZV) 的 酒精 ,用 双 蒸 水 配制 。 

(三 ) 器 具 

(1) 塑料 培养 瓶 (T-25.T- 75、 工 - 150,Costar,USA) 或 玻璃 
培养 瓶 。 

(2) 塑料 冻 存 管 (1.8mil/ 支 ,Costar, USA). 

(3) 血球 计数 器 或 细胞 计数 器 。 

(4) -85 人 C 冻 箱 , 程 控 降温 仪 ,CO, 培养 箱 , 液 氨 深 器 , 冻 存 管 
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夹子 。 

(5) 水 滩 锅 ,防护 面罩 ,手套 ,离心 机 。 

二 、 动 物 细胞 的 培养 

动物 细胞 的 接种 .培养 ,传代 均 在 严格 的 无 菌 条 件 下 操作 , 否 
则 会 造成 培养 细胞 污染 或 带 毒 细胞 污染 环境 。 采 用 P2 级 的 生物 
安全 台 可 以 达到 细胞 传代 的 目的 。 

(一 ) 悬 译 细胞 的 培养 

(1) 接种 ”悬浮 细胞 一 般 采 用 RPMI1640 培养 液 培 养 ,细胞 
接种 量 为 每 毫升 104~10 个 。 T- 25 瓶 加 8 一 10ml RRA. T- 
75 瓶 加 15 一 20ml 培养 液 。 

(2) 培养 悬浮 细胞 通常 采用 CO, 培养 箱 培养 ,水 饱和 空气 
中 含 5%CO,, 培 养 瓶 的 盖子 必须 拧 松 ,保证 瓶 内 外 气体 交换 。 但 
是 ,CO, 培养 箱 培养 细胞 增加 了 污染 的 机 会 ,所 以 作者 采用 直接 向 
细胞 培养 眶 内 通 人 5% 的 无 菌 CO 的 改良 方法 ,不 仅 达 到 增加 撼 
内 CO; 浓度 的 目的 ,而 且 避 免 了 培养 期 的 污染 。 

(3) 传代 基 浮 细胞 传代 可 以 按 1:2.1:3、1:4 的 不 同 细胞 浓 
度 传代 , 视 细 胞 生长 快慢 而 定 。 

(4) 调整 细胞 的 生理 状态 ”最 佳 生理 状态 对 于 细胞 冻 存 效果 
影响 明显 ,所 以 ,在 细胞 冻 存 前 的 一 天 ,应 补 加 适量 的 新 鲜 培养 液 
(15% 一 20% 的 血清 ), 继 续 培养 18 一 24 小 时 ,使 细胞 的 生长 达到 
最 佳 状态 (对 数 生 长 晚期 )。 

(二 ) 单 层 细胞 的 培养 

(1) 接种 ” 单 层 细胞 采用 MEM、DMEM.、F12 -K 等 培养 液 
为 佳 ,细胞 接种 量 为 104 一 105 个 [mml。T -25 瓶 加 8 一 10ml 培养 
液 。T-75 瓶 加 12 一 15ml 培养 液 。 如 培养 液 pH 过 高 或 者 培养 
细胞 系 的 需要 ,可 向 瓶 内 通 人 5% 的 无 菌 CO, 气体 ,拧紧 瓶 盖 。 

(2) 培养 单 层 细胞 通常 在 普通 温 箱 (37Y ) 培 养 即 可 。 

(3) 传代 

O 移 去 细胞 培养 瓶 中 的 培养 液 , 加 入 适量 的 胰 酶 消化 液 (T-- 
25 瓶 加 lml,T- 75 瓶 加 3ml) ,拧紧 盖子 , 缓 缓 转动 瓶 子 , 让 胰 酶 
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均匀 铺 满 细胞 单 层 。 

@ 于 37 人 培养 ,时 间 视 细胞 不 同 而 定 :Hela 细胞 1 一 2 分 钟 ， 
MDCK10~20 分 钟 。 作 者 掌握 消化 时 间 是 以 细胞 松散 脱 壁 即 可 。 

四 从 37f 取 出 消化 脱 壁 的 细胞 瓶 , 于 操作 台 上 加 入 生长 培养 
WT — 25 Hit 3ml, T- 25 瓶 加 6 一 8ml) ,用 10ml 吸管 反复 吸 打 ， 
使 细胞 充分 分 散 , 即 可 常规 传代 。 与 传统 的 细胞 传代 程序 不 同 HE 
者 省 去 了 细胞 单 层 在 加 胰 酶 前 的 洗涤 和 吸出 过 量 胰 酶 的 程序 ,使 
操作 较为 方便 简单 , 且 可 避免 污染 。 传 代 细胞 中 存在 过 量 的 胰 酶 
不 影响 其 生长 , 因 培 养 液 中 的 血清 具有 对 胰 酶 灭 活 的 作用 。 

(4) 调整 细胞 的 生理 状态 将 用 于 冻 存 的 细胞 培养 至 85% ~ 
90% 的 单 层 ,更 换 培养 液 。 继 续 培 养 18 一 24 小 时 ,细胞 将 达到 
95% 以 上 的 单 层 。 此 时 ,细胞 处 于 对 数 生 长 晚期 ,用 于 冻 存 时 效果 
甚 佳 。 

三 、 动 物 细胞 的 冻 存 

(一 ) 冻 存 前 的 准备 

(1) 镜 检 待 冻 存 的 细胞 瓶 ,观察 细胞 的 形态 、 健 康 状况 及 是 否 
有 污染 源 存在 等 。 

(2) 填 写 细胞 冻 存 表格 ,记录 细胞 的 冻 存 编号 , 冻 存 安 阁 数量 等 。 

(3) 冻 存 管 编号 , 注 明 冻 存 日 期 和 冻 存 编号 等 。 

(二 ) 收集 细胞 

(1) 悬浮 培养 细胞 直接 离心 收集 细胞 ,转速 为 1000r/min。 

(2) 单 层 培养 细胞 按 前 述 的 方法 用 胰 酶 消化 ,离心 收集 细胞 。 

(三 ) 计数 

离心 收集 的 细胞 用 适量 的 生长 培养 液 充 分 悬浮 , 制 成 单个 细 
胞 悬 液 ,取样 用 血球 计数 器 计数 ,细胞 数控 制 在 5Sx 105 一 1 x 107 
个 /ml。 

(四 ) 冻 存 液 悬 浮 细胞 

将 计数 的 细胞 悬 液 与 冻 存 液 (10% 一 20%DMSO)1:1(V/V) 
充分 混合 。 单 细胞 悬 液 对 冻 存 极为 重要 。 

(五 ) 分 装 冷 冻 管 
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HD RE A SOR EP Im 为 宜 , 分 装 的 时 间 要 尽 可 
能 快 ,尽量 减少 在 室温 的 停留 时 间 。 如 细胞 冻 存 安 颜 过 多 ,可 采用 
冰 浴 降温 ,减少 DMSO 的 毒性 作用 。 

(A) 冻 存 

(1) 细胞 管 存放 于 40 20~ 30 分 钟 ,使 DMSO 充分 渗透 到 细 
胞 内 ,达到 内 外 平衡 。 

(2) 细胞 管 平衡 后 , 移 至 程控 降温 仪 冷冻 室内 程控 降温 。 

(3) 降温 速率 控制 在 一 1.0C /min 降 到 一 30C ,- 5.0 /min 
降 到 一 100 和 以 下 ,迅速 将 冷冻 细胞 管 投 入 液 氮 冻 存 。 

(4) 无 程控 降温 的 实验 室 , 可 采用 于 4020 分 钟 、- 70 预 冻 
过 夜 的 方法 降温 。 细 胞 冻 存 的 全 过 程 如 图 8- 4 所 示 。 

(七 ) 记录 

细胞 冻 存 管 投入 液 氮 后 一 定 要 及 时 记录 , 建 卡 存档 (作者 使 用 
的 记录 卡 和 表格 附 后 ) o 

四 、 冻 存 细胞 的 复苏 

(一 ) 细胞 解冻 

从 液 氮 中 取出 细胞 冻 存 管 (从 液 氮 中 取 细 胞 冻 存 管 时 要 戴 面 
A .防冻 手套 ) ,投入 37 一 40C 水 浴 中 ,摇动 管子 使 细胞 完全 解冻 
( 约 1 分钟)。 

(二 ) 检测 

(1) 细胞 活性 检测 ”采用 胎 盼 蓝 检测 死 \ 活 细胞 百分率 ,用 培 
养 法 测定 细胞 生长 率 。 

(2) 细胞 特性 检测 ”细胞 复苏 后 常规 培养 ,检测 其 特性 ,如 产 
生 单 抗 的 能 力 .基因 表达 的 特性 等 。 

(3) 其 他 项 目 检测 ” 按 细 胞 质量 控制 方法 ,检测 其 他 项 目 。 

五 、 动 物 细胞 冻 存 的 标准 化 管理 

CCTCC 设计 了 多 种 表格 ,常规 用 于 动物 细胞 冻 存 ,检测 记录 。 
表格 记录 方便 、 简 单 , 非 常 实 用 。 使 用 表格 记录 的 优点 在 于 实现 标 
准 化 ,规范 化 的 管理 。 对 于 贮存 细胞 较 多 的 实验 室 或 细胞 库 ,规范 
化 管理 是 工作 顺利 进行 的 可 靠 保证 。 
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图 8-4 细胞 培养 物 冻 存 图 解 
TE: CCTCC 用 程控 降温 仪 替代 一 70C 预 冻 


(一 ) 细胞 培养 物 冻 存 的 几 种 表格 


表 8-1 细胞 冻 存 程序 表 
日 期 o ooo 
操作 者 
冻 存 编号 :_ CCTCC 号 : 细胞 名 称 ; 
传代 次 数 : 培养 胞 龄 : 培养 液 : 


最 后 一 次 换 液 时 间 : 培养 容器 及 数目 : 
185 


冻 存 保护 剂 液 : ml DMSO+ 生长 培养 液 ml 


细胞 收集 程序 : 
(1) 细胞 悬 液 总 体积 ; ml (2) 离心 转速 (rmin) 
G) 冻 存 细胞 悬 液 总 体积 : ml 
(4) 加 入 冻 存 管 的 细胞 体积 ml 
(5) ARR X (© 组 胞 管 OR din 
细胞 冰冻 程序 ; 
AWC HE RUE R 区 格 RE 
细胞 计数 ， 
每 毫升 细胞 数 。 
细胞 活性 (% ); 
表 8-2 细胞 检测 的 记录 表 
细胞 浆 存 前 微生物 检测 结果 
培养 基 日 其 7 天 14 天 21 天 备注 
SDB(28C) 
BHI(37C ) 
THIO(37T) 
TSB(37T ) 
细胞 冻 存 前 后 支原体 检测 结果 
方法 /结果 阴性 阳性 备注 
Pert 
DNA 荧光 染色 
操作 者 
表 8-3 细胞 冻 后 复苏 检测 记录 表 i 
AMAK: 检测 日 期 
细胞 冻 存 编号 : BREF: 
细胞 复苏 管 号 : 
生长 培养 液 : 微生物 检测 (ml); 
支原体 检测 (ml) ; 生长 培养 工 -25: ml,T-75: mi 
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微生物 检测 结果 


培养 养 14 一 21 天 37C 观 察 晶 期 + /- 2SC 观 察 日 期 + /- 


BHI 
THIO 
TSB 
SDB 
血液 琼脂 
血液 琼脂 ( 厌 氧 ) 


计数 结果 

每 毫升 细胞 数 : 

细胞 活性 (%);_ 

支原体 检测 结果 

记录 表 8 -2(2) 

表 8-4 细胞 冻 存 登记 卡 

贮存 登记 卡 

细胞 冻 存 编号 液 氨 容器 区 格 
夹 ,细胞 名 称 _ 管 数 冻 存 日 期 生 
长 培养 液 _ MR RR 冻 存 程序 


操作 者 


细胞 复苏 登记 卡 
细胞 总 数 ( 支 ) 复苏 日 期 复苏 管 数 ( 支 ) 剩 余 细胞 管 数 ( 支 ) 细胞 贮存 位 置 


操作 者 
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$8.4 ”细胞 培养 物 冷 冻 保存 质量 
控制 范围 与 检测 项 目 


细胞 学 家 根据 动物 细胞 的 形态 特征 ,将 动物 细胞 分 为 四 大 类 : 
似 上 皮 状 细胞 、 似 成 纤维 状 细胞 、 似 淋巴 状 细胞 和 混合 型 细胞 。 尽 
管 这 些 细胞 形态 有 时 会 因 培 养 条 件 ,培养 液 中 营养 状况 好 坏 而 发 
生 改 变 , 但 在 特定 条 件 下 ,它们 的 形态 特征 是 稳定 的 ,尤其 不 会 因 
动物 的 种 属 差异 带 来 形态 上 的 不 同 。 例 如 ,不 管 是 老鼠 的 上 皮 细 
胞 还 是 人 的 上 皮 细 胞 ,其 细胞 形态 是 相似 的 ,一般 难以 在 光学 显 微 
镜 下 通过 形态 学 特征 鉴别 不 同 种 属 的 同一 类 细胞 。 所 以 在 细胞 培 
养 物 冷 冻 保存 质量 控制 中 ,动物 细胞 形态 对 鉴别 种 属 间 交叉 污染 
时 是 无 意义 的 。 另 外 ,细胞 培养 物 冷冻 保存 质量 优 劣 还 涉及 培养 
液 ,添加 剂 及 低温 保护 剂 的 质量 控制 ,还 要 保证 保存 的 细胞 无 任何 
污染 源 存在 。 这 就 给 动物 细胞 冷冻 保存 的 质量 控制 带 来 很 多 麻 
烦 ,需要 采用 多 种 的 检测 手段 才能 保证 细胞 的 优良 品质 。 下 面 介 
绍 的 这 些 细胞 质量 控制 方法 ,包括 了 几 种 经 典 的 方法 ,如 常规 的 微 
生物 污染 检测 ,培养 液 . 血 清 的 质量 控制 ,染色 体 分 析 , 同 工 酶 分 
析 ; 改 良 更 新 的 支原体 检测 法 ,如 DNA 荧光 染色 检查 ,标记 探 针 
测定 法 ; 近 几 年 发 展 起 来 的 分 子 生 物 学 方法 ,如 标记 DNA 杂交 ， 
DNA 指纹 图 谱 分 析 ,PCR 技术 等 。 实 验 室 的 研究 人 员 可 根据 本 地 
的 条 件 \、 仪 器 设备 ,检测 项 目 ,选择 有 关 的 方法 。 

一 、 培 养 液 ,添加 剂 及 低温 保护 剂 的 质量 控制 

(一 ) 培养 液 

细胞 培养 液 是 一 种 人 工 制备 的 营养 基质 , 它 能 在 体外 有 效 地 
支撑 不 同类 型 细胞 生长 ,繁殖 。 培 养 液 的 成 分 包括 细胞 生长 所 必 
需 的 氨基 酸 、 糖 ` 脂 类 化 合 物 ,维生素 .生长 因子 、 无 机 盐 和 水 分 。 
市 售 的 细胞 培养 液 有 十 几 种 之 多 ,它们 适合 不 同 研究 目的 各 种 细 
胞 生长 需要 。 

细胞 培养 物 冷 冻 保存 的 目的 :其 一 要 使 细胞 有 较 高 的 存活 率 
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(一 般 90% 以 上 ) ,其 二 要 保持 细胞 的 生理 .遗传 特性 的 稳定 。 为 
此 ,细胞 的 培养 与 保存 的 关系 是 紧密 的 ,只 有 制备 优质 的 细胞 培养 
物 ,才能 达到 最 佳 的 保存 效果 。 所 以 培养 液 的 选择 与 质量 控制 是 
细胞 培养 的 关键 。 现 将 培养 液 的 制备 方法 简介 如 下 : 

(1) 参照 商业 产品 说 明 书 的 要 求 , 用 双 蒸 水 充分 溶解 粉 状 的 
培养 液 ,加 入 适量 的 NaHCO; ,调节 至 pH7.2, 添 加 10% 的 FBS 
(Fetal Bovine Serum) ,充分 混 匀 。 如 pH 高 于 7.2, 可 通 入 CO, 气 
体 调节 pH。 

(2) 采用 Millipore 过 滤 装 置 (图 8 一 5) 过 滤 培 养 液 。 将 过 滤 
装置 置 于 生物 安全 台 台 面 上 ,用 紫外 线 照射 半 小 时 ,过 滤 前 将 培养 
液 用 PVC 管 与 过 滤器 上 端 连接 。 


图 8-5 CCTCC 使 用 的 Millipore 过 滤 装 置 (Millipore Co. USA) 

(3) 打开 过 滤 泵 电源 ,用 无 菌 的 容器 (250ml.500ml 平底 烧 
瓶 ) 接 收 过 滤 后 的 培养 液 ,用 胶 塞 塞 紧 瓶 口 , 盖 上 铝 箱 纸 。 

(4) 过 滤 期 间 ,取样 作 无 菌 试验 ,观察 2 一 3 周 ,结果 为 阴性 可 
使 用 。 

(5) 将 培养 液 瓶 贴 上 标签 , 注 明 培养 基 类 型 .血清 浓度 .批号 、 
过 滤 日 期 ,于 ACR. 
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(6) 取样 测定 培养 液 的 渗透 压 , 渗 透 压 在 300 ~ 330mOsm/kg 
为 合格 。 

(二 ) 血清 

Mckeehan 对 细胞 培养 液 的 选择 提出 很 高 的 标准 ,强调 选择 细 
胞 培养 液 配方 时 ,要 考虑 各 种 因素 以 及 有 关 添 加 剂 与 环境 变化 的 
关系 。 而 Umbreit 等 则 进一步 对 细胞 培养 液 中 NaHCO, 浓度 、 
pH.CO, 浓度 与 温度 之 间 的 关系 作 了 全 面 报道 。 这 些 因 素 都 是 培 
养 液 质量 控制 需要 考虑 的 问题 。 考 虑 篇 幅 有 限 , 主 要 介绍 添加 血 
清 的 质量 控制 方法 。 细 胞 培养 液 中 通过 添加 牛 血清 、 马 血清 、 人 血 
清 ,细胞 才能 正常 生长 ,而 牛 血清 是 最 常用 的 血清 。 

(1) 血清 的 选择 ”血清 中 含有 细胞 生长 所 必需 的 营养 物 ,对 
培养 液 有 很 强 的 pH 缓冲 作用 。 单 层 细胞 培养 时 ,血清 有 促进 细 
胞 贴 壁 的 作用 。 但 有 的 血清 对 细胞 呈现 毒性 作用 ,这 种 毒性 作用 
与 血清 中 所 含 的 脂 蛋白 ,特别 是 胆固醇 有 关 ,使 用 血清 必须 严格 检 
验 ,精心 挑选 。 

牛 血清 (新 生 牛 血清 、 胎 牛 血清 ) 的 选择 方法 ,可 根据 研究 目 
的 .培养 细胞 类 型 .血清 来 源 而 定 。CCTCC 细胞 库 使 用 的 血清 经 
过 严格 挑选 ,反复 进行 细菌 ,真菌 ,支原体 及 某 些 病毒 存在 的 检测 ， 
以 标准 细胞 克隆 分 析 和 生长 测定 结果 ,确定 血清 使 用 批号 .厂商 。 
通常 选 购 二 种 规格 的 血清 :一 种 是 胎 牛 血清 (FBS), 主 要 从 美国 
Sigma, Gibico 公司 购 进 ; 第 二 种 是 新 生 牛 血清 (Newborn Calf 
Serum，NCS) 和 少量 胎 牛 血清 ,来 源 于 杭州 四 季 青 生物 工程 公司 。 
无 论 进 口 血 清 还 是 国产 血清 都 要 进行 严格 的 测定 。 

(2) 血清 纯度 检测 ”虽然 血清 生产 厂商 在 出 售 前 已 检查 过 产 
品质 量 ,但 是 CCTCC 在 订购 前 ,对 使 用 批号 的 血清 要 作 无 菌 试 
验 支原体 检测 ,测定 结果 阴性 者 为 合格 。 

(3) 标准 细胞 生长 测定 ”选用 标准 的 细胞 系 WI- 38(CCTCC 
- GDC016 ), Hela (CCTCC - GDC009), MRC - 5 (CCTCC - 
GDC032) MDCK (CCTCC - GDC012) 作 生长 测定 。 分 别 以 不 同 
数目 的 标准 细胞 接种 含 一 定 牛 血清 浓度 的 生长 培养 液 中 ,用 细胞 
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的 生长 状况 来 评估 血清 的 质量 。 测 定 容 器 用 培养 瓶 , 或 用 24 孔 培 
FR. 

@ 选用 对 数 生长 的 各 标准 细胞 培养 物 , 用 常 法 制备 细胞 悬 
液 ,浓度 为 每 毫升 105 一 107 个 。 

@ 按 10 倍 稀释 法 稀释 细胞 悬 液 , 制 成 10-! 一 10- ”的 一 系列 
MEE ,于 各 稀释 度 取样 Im 接种 至 含 检测 血清 的 生长 培养 液 中 
(2~3 BR), F 37C BH. 

O 视 细胞 生长 情况 更 换 培养 液 ,一 般 只 换 一 次 。12 一 14 天 
后 , 弃 上 清 , 用 10% 福 尔 马 林 液 固定 细胞 ,用 自来水 冲洗 数 次 ,再 
用 1% toluidine blue 水 溶液 染色 1 一 5 分 钟 。 

@ 弃 染 液 ,用 自来水 冲洗 数 次 ,在 显微镜 下 观察 细胞 生长 情 
况 ,记录 每 稀释 度 的 细胞 克隆 数目 .大 小 、 类 型 ,以 细胞 克隆 数目 、 
大 小 、 类 型 评估 测定 血清 的 质量 。 

O 选择 血清 质量 合格 的 批号 厂商 ,批量 购买 ,贮存 于 - 700 
冰箱 备用 。 

(=) 其 他 添加 剂 

通常 情况 下 ,细胞 生长 培养 液 中 除 添加 牛 血清 外 ,还 要 添加 少 
量 的 生长 因子 、 谷 氨 酰 胺 抗生素 等 。 这 些 添加 剂 都 不 能 高 压 灭 
菌 , 需 采用 微 孔 滤器 过 滤 除 菌 ,检验 合格 方 可 使 用 。 

(四 ) 低温 保护 剂 

细胞 培养 物 的 低温 保存 必须 使 用 保护 剂 。 二 甲 亚 砚 和 甘油 的 
使 用 浓度 是 5% ~ 10% ,以 10% 为 佳 ,必须 选用 优质 试剂 纯 。 在 细 
胞 冷冻 保存 中 ,甘油 使 用 较 方便 , 按 5 一 10ml/ 瓶 小 量 分 装 ,121Y 
高 压 灭 菌 2 次 即 可 使 用 。 二 甲 亚 大 不 宜 高 压 灭 菌 ,用 0.22pm 的 
聚 四 氟 乙 烯 (FGLP) 滤 膜 过 滤 ,过滤 前 用 乙醇 洗 滤 膜 ,再 用 少许 二 
甲 亚 砚 洗 过 。 将 过 滤 后 的 二 甲 亚 碘 小 量 分 装 ,于 4C 避 光 贮存 。 
贮存 的 保护 剂 应 标明 来 源 、 产 地 、 批 号 \ 除 菌 时 间 。 优 质 的 二 甲 亚 
PAM EE EAA 200A F BARRA. BRA RA PE 
砚 不 宜 使 用 ,应 丢弃 。 作 者 选 购 美国 ATCC 过 滤 分 装 (Sml/ 支 ) 的 
二 甲 亚 砚 ,使 用 方便 ,质量 可 靠 , 可 作为 各 种 细胞 的 低温 保护 剂 。 
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二 、 细 胞 培养 物 冷 冻 保存 的 质量 控制 

(一 ) 细菌 和 真菌 污染 的 检测 方法 

细胞 培养 过 程 中 污染 细菌 和 真菌 的 问题 ,在 组 织 培养 方法 建 
立 的 早期 就 被 发 现 , 它 曾 一 度 严 重 危 害 组 织 和 细胞 培养 。 尽 管 搞 
生 素 的 问世 ,使 细胞 培养 物 中 微生物 的 污染 得 到 控制 ,但 污染 源 始 
终 存 在 。 对 于 作 短 期 细胞 学 特性 研究 工作 ,或 者 仅 以 细胞 培养 物 
为 实验 材料 的 其 他 研究 ,抗生素 的 应 用 抑制 了 污染 微生物 的 生长 ， 
短期 似乎 不 影响 工作 。 然 而 ,以 保存 细胞 种 子 为 目的 的 细胞 保存 
室 \ 细 胞 库 和 一 些 实验 周期 长 ,研究 要 求 在 无 抗生素 的 条 件 下 进行 
的 项 目 ,一 般 不 推荐 在 细胞 培养 液 中 加 抗生素 ,使 微生物 的 污染 在 
短期 细胞 传代 中 反映 出 来 ,消除 了 细胞 培养 物 中 残存 污染 物 的 潜 
在 危险 。 尤 其 是 细胞 培养 物 低温 保存 时 ,不 宜 加 抗生素 。 所 以 在 
细胞 培养 物 培养 ,保存 的 各 个 环节 进行 微生物 污染 的 检测 应 是 常 
规 性 的 工作 。 常 规 检测 时 ,采用 五 种 类 型 的 培养 基 , 它 们 适应 不 同 
种 的 细菌 和 真菌 的 生长 ,可 以 达到 预期 的 检测 目的 。 

(1) 培养 基 的 配制 

Q@ SDB 培养 基 (Sabouraud dextrose broth, Difco 0382 一 01); 

A) 称 取 30. Og 无 水 培养 基 粉 剂 于 1000ml 双 蒸 水 中 加 热 溶 
解 ,pH5.6( 自 然 pH)。 

B) 分 装 培养 基 10ml 到 18mm x 180mm 试管 中 , 盖 上 管 帽 ， 
121U 高 压 灭 菌 20 分 钟 , 贮 于 40 备用 。 

@ THIO 培养 基 (Thioglycollate, Difco 0256-01): 

A) 称 取 29. 8g 无 水 培养 基 粉 剂 于 1000ml 双 蒸 水 中 加 热 溶 
解 , 调 pH7.2。 

B) 分 装 培养 基 到 18mm x 180mm 试管 (10ml/ 支 ), 盖 上 管 帽 ， 
121°C 高 压 灭 菌 20 分 钟 , 贮 于 AC 备用。 

© TSB 培养 基 (Trypticase soy broth, BBL - 01 - 162): 

A) 称 取 30. Og 培养 基 粉 剂 于 1000ml 双 蒸 水 中 加 热 溶解 , 调 
pH7.3。 

B) 分 装 培养 基 到 18mm x 180mm 试管 (10ml/ 支 ), 盖 上 管 帽 ， 
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121C 高 压 灭 菌 20 分 钟 , 贮 于 40 备用 。 

@ BHI 培养 基 (Brain heart infusion broth, Difco 0037 - 01 - 
6): 

A) 称 取 37. Og 培养 基 粉 剂 于 1000ml 双 蒸 水 中 加 热 溶 解 , 调 
pH7. 4。 

B) 分 装 培养 基 到 18mm x 180mm 试管 , 盖 上 管 帽 ,121Y 灭 菌 
20 分 钟 ,于 4 习 贮 存 备 用 。 

® Blood 琼脂 培养 基 (blood agar base, Difco 0045 - 01): 

A) 称 取 40. 0g 培养 基于 950ml 双 蒸 水 中 加 热 溶解 , 调 
pH7.2。 

B) 培养 基于 1210 高 压 灭 菌 20 分 钟 , 冷 至 SOC 左右 ,加 入 
50ml(5% ) 质 量 合格 的 新 鲜 脱 纤维 免 血 , 混 匀 。 

C) 无 菌 分 装 到 9cm 平 表 中 (20ml/ 焉 ) ,血液 平板 包装 后 贮 于 
4 已 备 用 。 

新 鲜 免 血 无 菌 检测 :将 0. Sml 新 鲜 兔 血 加 到 BHI, SDB 培养 基 
中 ,于 37C 和 26C 分 别 培养 48 一 72 小 时 ,阴性 结果 证 明 免 血 合 格 。 

《2) 培养 基 无 菌 检测 ”分 别 取 5 种 灭 菌 后 的 培养 基 2 支 ,于 
25 ,37 人 培养 1 周 , 核 实 为 阴性 者 即 可 使 用 。 

(3) 细胞 培养 物 .培养 液 .血清 的 无 菌 检测 

O 吸取 每 批 待 检 样 品 0. 3ml, 接 种 5 种 培养 基 :SDB 2 支 ; 
BHI 2 支 ;blood 琼脂 平板 2 个 ;THIO 2 支 ;TSB 2 支 。 

© 培养 :blood 平板 1 个 于 37C 常 法 培养 , 另 一 个 于 37C R 
氧 培养 。 SDB、BHI、THIO、TSB 各 取 一 支 于 25C 培养 , 另 一 支 于 
37 亿 培养 。 

@ 观察 结果 :所 测定 的 培养 管 .平板 观察 2 一 3 周 。 如 果 平 板 
上 长 出 菌落 ,或 培养 管 的 培养 基 变 混浊 或 出 现 肉眼 可 见 的 菌 丝 体 ， 
则 说 明 待 检 样 品 被 细菌 或 真菌 污染 ,为 阳性 结果 。 重 复 检 测 阳性 
结果 的 样品 ,进一步 确定 污染 。 如 果 平 板 上 无 菌落 生长 ,或 培养 管 
的 培养 基 清亮 透 明 ,为 阴性 结果 ,说 明 待 检 样品 无 细菌 和 真菌 污染 
源 存在 。 
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(=) 支原体 污染 的 检测 方法 

支原体 是 一 类 无 细胞 壁 的 原核 生物 。 由 于 其 缺乏 细胞 壁 , 有 
可 塑性 , 故 在 形态 上 呈 多 形 性 , 且 可 通过 一 般 细菌 滤器 ,是 目前 所 
知 能 在 培养 基质 中 生长 繁殖 的 最 小 微生物 。 支原体 是 细胞 培养 中 
常见 的 一 种 不 易 避 免 的 污染 物 ,已 经 引起 各 国学 者 的 高 度 重 视 。 
美国 组 织 培养 协会 甚至 提出 , 呈 交 到 其 协会 刊物 "In Vitro” LRN 
论文 , 凡 实 验 材料 涉及 细胞 培养 物 的 ,都 要 求 提交 有 关 支 原 体 污染 
检测 结果 证 明 ,否则 文章 的 实验 结果 是 不 可 靠 的 。 

目前 已 知 的 支原体 有 80 RF. Giudice 经 过 13 年 之 久 的 研 
究 , 证 明细 胞 培养 物 中 污染 的 支原体 主要 分 两 属 4 个 种 : 精 氨 酸 支 
IRIE ( Mycoplasma arginini )、 猪 鼻 支 原 体 ( Mycoplasma hyorhi- 
nis) .口腔 支原体 (Mycoplasma orale ) ER EA XR AK Achole- 
plasma laidlawii ) 它们 污染 各 种 细胞 培养 物 , 其 培养 物 上 清 液 
中 支原体 的 滴 度 可 高 达 10” ~ 1084ml。 被 污染 的 细胞 培养 物 ,其 生 
物 学 性 状 不 同 程度 地 发 生 改 变 , 表 现 为 细胞 异常 ;代谢 紊乱 ;正常 
的 蛋白 质 ,核酸 合成 受 抑制 ;染色 体 发 生变 异 ;细胞 膜 酶 系统 部 分 
受阻 ,表面 膜 抗原 结构 损伤 ; 骨 备 瘤 细 胞 的 融合 力 降低 等 。 支 原 体 
的 污染 ,给 细胞 培养 物 的 研究 应 用 、 保 存 带 来 严重 危害 。 为 此 ,70 
年 代 中 期 以 后 ,细胞 培养 物 中 支原体 污染 检测 已 作为 细胞 质量 控 
制 的 项 目 之 一 。 

支原体 污染 检测 的 常规 方法 包括 微生物 学 直接 固体 琼脂 培养 
法 和 DNA 荧光 染色 间接 测定 法 ,以 及 近 几 年 发 展 的 DNA 探 针 杂 
交 法 。DNA 探 针 检测 灵敏 度 高 ,精确 性 好 ,具有 广阔 的 应 用 前 景 ， 
推荐 有 条 件 的 实验 室 和 细胞 库 使 用 。 对 于 一 般 实验 室 的 支原体 检 
测 ,前 两 种 常规 方法 同时 使 用 , 足 可 以 无 误 地 检测 出 污染 的 各 种 支 
原 体 。 

一 个 新 细胞 系 的 人 库 冻 存 过 程 中 ,至少 要 在 3 个 不 同时 期 进 
行 间 接 和 直接 的 支原体 污染 检测 。 现 已 证 明 ,污染 细胞 培养 物 的 
猪 鼻 支原体 ,60% 以 上 不 能 被 微生物 固体 琼脂 培养 法 直接 检 出 。 
所 以 ,检测 试验 务必 采用 直接 法 和 间接 法 同时 并 举 。CCTCC 一 直 
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采用 这 两 种 方法 检测 细胞 培养 物 中 支原体 的 污染 ,控制 细胞 冻 存 
人 库 质 量 ,获得 稳定 的 结果 。 

(1) 微生物 学 直接 固体 琼脂 培养 法 (直接 法 ) Barile 等 认为 ， 
此 法 是 分 离 . 检 出 和 鉴定 支原体 的 最 佳 方法 之 一 。 采 用 适合 支 原 
体 生长 繁殖 的 基础 营养 成 分 , 补 加 酵母 浸 汁 .动物 血清 ,以 2% 的 
琼脂 制 成 固体 平板 ,接种 待 检 样 品 , 微 厌 氧 培养 2 一 3 周 ,在 显微镜 
低 倍 物镜 下 观察 , 阳性 结果 为 可 见 典 型 的 支原体 菌落 , 呈 油 煎 鸡 
蛋 样 。 

@ 培养 基 制备 : 

A) 称 取 23. 8g 支原体 琼脂 培养 基 粉 剂 (Becton - Dickinson 
11458) 加 到 700ml 双 蒸 水 中 ,搅拌 加 热 至 沸腾 使 之 溶解 , 调 至 
pH7.4. 

B) 121C 高 压 灭 菌 20 分 钟 。 灭 菌 后 的 液体 琼脂 放 和 人 SOT 水 
浴 中 ,使 其 恒温 。 取 200ml 马 血 清 ( 北 京 生物 制品 所 ) .100ml 酵母 
Ft (Oxoid England) 置 于 50 亿 水 浴 中 使 温度 平衡 。 

C) 用 无 菌 操作 ,迅速 将 马 血 清醇 母 浸 汁 加 入 灭 菌 的 琼脂 液 
中 , 混 匀 。 

D) 立即 倒 平板 (采用 规格 为 6cm KF ML, 10ml), Fae 
干净 的 工作 台面 上 , 待 平 骨 中 琼脂 凝固 。 

E) 用 无 菌 的 铝 制 盒 装 琼脂 平板 , 外包 高 压 消毒 袋 ,防止 水 分 
蒸发 , 贮 于 4 备用 。 

© 待 测 样品 接种 : 

A) 选择 近 3 天 内 没有 换 液 而 又 接近 长 满 的 细胞 培养 物 , 采 用 
无 菌 操作 刮 下 部 分 单 层 细 胞 (悬浮 培养 的 细胞 可 直接 加 样 ) , 制 成 
细胞 悬 液 。 

B) 接种 0.2ml 待 测 细胞 悬 液 到 琼脂 平板 上 ,转动 平板 使 液体 
均匀 流散 。 

C) 将 琼脂 平板 垒 放 在 小 型 厌 氧 匀 的 支架 上 , 取 一 袋 催化 剂 固 
定 于 厌 氧 匀 顶 盖 的 夹子 上 ; 另 取 一 袋 气体 发 生 袋 , 剪 去 右上 角 ,加 
Sml 双 燕 水 ,立即 放 入 厌 氧 铅 内 ,拧紧 盖子 , 置 于 ITCH. 
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D) 琼脂 平板 培养 3 
周 ,每 周 镜 检 一 次 ,反复 检 
查 整个 平板 ,避免 漏 检 , 阴 
性 结果 无 菌落 出 现 ,阳性 
结果 为 可 见 典 型 的 油 煎 鸡 
蛋 状 的 菌落 (图 8 一 6)。 

(2) DNA 荧光 染色 
法 (间接 法 ) Hoechst 
33258 荧光 染料 可 特异 性 
地 使 DNA 染色 ,在 污染 图 8-6 支原体 的 落落 形态 ( 油 前 鸡蛋 状 ) 
支原体 的 细胞 核 表 面 形成 
支原体 DNA 荧光 染色 颗粒 ,用 荧光 显微镜 能 有 效 检 出 支原体 的 
存在 。 此 法 由 郑 昭仁 (1977 年 ) 首 创 ,是 一 种 简单 ,快速 \ 易 掌握 的 
支原体 检测 法 。 配 合 固体 琼脂 培养 法 ,能 检测 出 细胞 培养 物 中 污 
染 的 各 种 支原体 。 目 前 ,ATCC.ECACC CCTCC 仍 使 用 此 法 常规 
检测 细胞 培养 物 中 污染 的 支原体 , 检 出 率 在 98% 以 上 。 

DNA 荧光 染色 法 需 用 继 代 细 胞 作为 指示 细胞 ,CCTCC 使 用 
的 指示 细胞 有 Vero 细 胞 ,NIH3T3 细胞 。 不 推荐 转化 细胞 作为 指 
示 细 胞 ,因为 它们 产生 大 量 的 核 背 景 荧光 ,影响 结果 的 解释 。 指 示 
细胞 用 于 DNA 荧光 染色 程序 有 两 个 好 处 ;首先 ,指示 细胞 系 有 利 
于 那些 需要 复杂 营养 的 支原体 种 类 的 生长 ;其 次 ,无 论 阳 性 还 是 阴 
性 对 照 ,都 易 与 待 测 细胞 样品 的 结果 进行 比较 。 

D 浓缩 染 液 的 配制 : 

A) 称 取 Smg 的 Hoechst 33258 (American Hoechst CO. 
USA) RIE HB 10mg MHIR (thimersol) ,加 入 100ml 无 酚 红 的 
Hank’s 平衡 盐 深 液 中 。 

B) 室温 下 ,磁力 搅拌 30 一 45 分 钟 ,使 其 充分 溶解 。 

C) 染料 对 热 和 光敏 感 ,必须 在 一 个 完全 用 银 钉 包 严 的 棕色 瓶 
中 配制 。 小 量 分 装 (2 一 3ml/ 支 ) 后 , 贮 于 一 20C 以下。 

@ 封 片 液 的 配制 : 
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A) 取 0. lmol 的 柠 榜 酸 22.2ml、0.2mol 磷酸 二 钠 27.8ml\ 甘 
油 50ml, 混 匀 , 调 至 pH5.5( 封 片 液 的 pH 值 非常 重要 ,直接 影响 荧 
光 观 察 )。 

B) 贮存 于 4 人 冷库 备用 。 

@ 指示 细胞 的 制备 和 待 测 样品 接种 : 

A) 将 Gcm FUL RBH BEM BEF, PB ALAR , 160 ~ 180°C F 
TAR 2 小 时 。 

B) 无 菌 条 件 下 ,打开 平 严 ,用 无 菌 锰 子 取 盖 玻 片 放 入 中 心 部 ， 
加 入 3mIDMEM 培养 液 到 每 个 平生 中 (DMEM 加 10% 小 牛 血清 、 
100u/rml HEER 100yg/ml ABERE IE A Ee H 
KLERKE H. 

O) #8 Vero 细胞 或 3T3 细胞 Lore ,调整 细胞 浓度 为 
1x105 个 /ml 45 Lap oh A Imlo ¥ 

D) HE ew 0 P M E F 370: ~5% 002, 95% 信 和 空气 的 
CO, 墙 养 箱 中 诸 状 过夜。 

EGP AO AE ESA ETE EL, armas, 
PRE A 

F) BAYES A ign DMEM 3 JEW 0. 5ml; 待 检 四 加 入 待 检 样 
品 0.5ml, 每 份 样品 至 少 两 个 重复 下 ;阳性 对 照 四 ,每 外 加 0. Sm 
支原体 悬 液 。 

G) 将 培养 由 放 回 CO, 培养 箱 中 ,培养 1 周 。 

@ 固定 .染色 和 封 片 : 

A) 染色 液 配制 。 加 0. Sml Hoechst 33258 染料 浓缩 液 到 
50ml 无 酚 红 的 Hank’ s 平衡 盐 溶液 中 ,用 铝 箱 密 避 搅拌 30 一 45 分 
钟 。 

B) 取出 培养 的 平 亚 , 吸 弃 上 清 液 ,每 四 加 Sml 固定 液 (乙酸 : 
甲醇 =1:3) 固 定 5 分 钟 。 弃 固定 液 ,加 新 鲜 固定 液 固定 10 分 钟 。 

C) 弃 固定 液 , 让 细胞 空气 干燥 ,加 入 Hoechst 33258 染色 液 
5ml, 盖 上 平 吸 盖 ,室温 染色 30 分 钟 。 

D) 吸出 染色 液 ,用 Sm SARK BEML 3 次 。 第 3 次 洗涤 后 ， 
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吸 干 盖 玻 片上 的 水 分 ,空气 干燥 片刻 。 

E) 滴 一 滴 封 片 液 于 洁净 的 载 玻 片上 ,用 锰 子 从 平 正中 取出 带 
样品 的 盖 玻 片 ,将 有 细胞 的 一 面 盖 在 封 片 液 上 , 补 加 一 滴 封 片 液 于 

品 盖 玻 片 上 ,用 一 块 更 大 的 盖 片 盖 上 , 轻 轻 挤 压 封 片 液 ,排除 河 

留 的 气泡 。 

F) 贴 上 标签 ,用 400 倍 荧 光 显微镜 观察 每 张 玻 片 标本 ,记录 
结果 。 注 意 : 初 次 观察 难于 判断 结果 ,建议 反复 观察 阳性 和 阴性 对 
照 ,比较 其 差异 (图 8 一 7)。 


A. 阴性 对 照 B. 阳 性 对 照 
图 8-7 支原体 DNA 荧光 染色 的 结果 

(3) DNA 探 针 杂交 试验 (间接 法 ) 核酸 杂交 试验 是 根据 单 
股 的 核酸 具有 互补 能 力 ,可 与 靶 核 酸 形成 稳定 的 双 链 复合 物 的 原 
理 而 设计 。 细 胞 培养 物 中 支原体 污染 快速 检测 基因 探 针 ,采用 3H 
标记 单 股 DNA 探 针 ,该 探 针 在 反应 中 与 靶 细 胞 的 核糖 体 RNA 
(rRNA) 互 补 。 当 rRNA 从 靶 细 胞 中 释放 ,3H - DNA 探 针 与 其 结 
合 , 形 成 稳定 的 DNA: RNA 杂交 分 子 。 从 未 杂交 的 DNA 探 针 中 
分 离 带 3H 标记 的 DNA: RNA 杂交 分 子 , 加 入 闪烁 液 ,可 通过 闪烁 
计数 器 计数 。 实 验 结果 的 评估 是 计算 杂交 百分率 ,与 阳性 、 阴 性 结 
果 比 较 , 确 定 样品 中 支原体 污染 状况 。 
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@ Gen - probe 公司 试剂 盒 : 

A) 探 针 溶液 :3H 标记 的 支原体 DNA 探 针 ,放射 活性 不 低 于 
222kBq/ 每 管 (1 X 4ml)。 

B) 4323 LI : BRK A (hydroxyapatite) Æ mh W , S 0.02% 
ÆA X 100ml). 

C) ARA: A 0.02 % HR FAN BRK (1 x 200ml). 

D) PEX SE oe tHE 3 DR RR, A 0.02% ERA x 
Imi). 

E) BAPEXT ER: & 0.02% eH AY EIRC X lml)。 

F) 闪烁 液 :生物 降解 液 , 非 易 燃 性 液体 闪烁 液 。 

G) 泡沫 浮 架 2 支 ,微量 离心 管 20 支 。 

@ 其 他 : 

A) 闪烁 管 (7ml 塑料 管 , 带 螺旋 帽 ) 。 

B) K (NT + 2C ), 离 心机 ,微量 进 样 器 (50 ~ 200p1) , 1% 
管 , 巴 斯 德 吸管 ,闪烁 仪 等 。 

@ 操作 程序 ， 

A) 对 照 的 制备 (试剂 盒 中 提供 的 微量 离心 管用 于 标本 和 对 照 
的 分 析 ) : 

(a) 加 50yl 阳性 和 阴性 对 照 液 到 相应 的 微量 离心 管 中 。 

(b) 加 200pl 探 针 液 到 上 述 对 照管 中 ,拧紧 管 帽 ,旋转 片刻 , 避 
SK ies Bl FE 

B) 样品 制备 :Gen — probe 系统 用 来 检测 细胞 培养 物 中 污染 
的 支原体 。 检 测试 验 可 在 生长 的 细胞 培养 物 中 进行 ,甚至 含 抗 生 
素 培 养 也 不 影响 实验 。 由 于 抗生素 的 存在 会 降低 支原体 的 水 平 ， 
所 以 最 佳 的 操作 还 是 将 细胞 系 在 无 抗生素 的 培养 液 中 传代 2 次 以 
上 ,以 增强 检测 的 敏感 性 。 一 般 情 况 下 ,制备 的 待 测 样品 可 在 4E 
贮 一 周 ,使 用 前 如 发 现 样品 明 显 地 混浊 , 则 估计 是 微生物 的 污染 ， 
应 废弃 样品 。 

(a) 吸取 1.5 一 2.0ml 细胞 培养 上 清 到 一 支 圆锥 形 微量 离心 
管 中 。 
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(b) 于 12000~ 15000 g 离心 10 分 钟 ,用 巴 斯 德 吸管 移 去 全 
部 上 清 。 因 沉淀 物 极 微量 , 移 上 清 时 要 小 心 操作 ,避免 吸取 沉淀 。 

(c) 加 200pl 探 针 液 到 样品 管 中 , 拧 紧 管 帽 , 缓 缓 转动 管子 使 

C) 杂交 : 

(a) 放样 品 管 和 对 照管 (阳性 、 阴 性 对 照 ) 到 泡沫 浮 架 的 相应 
孔 中 ,使 管 帽 上 部 露出 泡沫 平面 , 置 泡沫 浮 架 于 72C +20 的 水 浴 
中 反应 2 小 时 以 上 。 

(b) 反应 期 间 ,分 别 吸 Sml 充分 悬浮 的 分 离 悬 液 到 3 支 7ml 
螺旋 帽 闪烁 管 中 。 分 离 悬 液 必须 充分 混 匀 ,保证 每 管 的 浓度 相同 。 

D) 本 底 (background) 的 计数 :试剂 盒 中 提供 的 闪烁 液 须 进行 
本 底 计数 ,用 后 的 本 底 管 保存 于 试剂 盒 中 供 以 后 每 次 试验 使 用 。 

(a) 吸 Sml 闪烁 液 到 一 支 7ml 螺旋 帆 塑 料 管 中 。 

(b) 放置 至 少 5 分 钟 ,于 闪烁 仪 上 计数 1 分 钟 , 测 得 的 数值 是 
每 分 钟 的 本 底 计数 (CPM/min)。 

E) 总 计数 : 

(a) 加 5ml 分 离 悬 液 到 闪烁 管 中 ,500 x g 离心 1 分 钟 , 弃 上 
清 , 小 心 操 作 ,和 勿 弃 掉 沉 集 物 。 

(b) 加 50pl 探 针 液 到 沉 集 物 中 , 另 加 Sml 闪烁 液 ,拧紧 管 帽 。 
旋转 管子 ,使 沉 集 物 充分 悬浮 。 

(c) 放置 5 分 钟 以 上 ,于 闪烁 仪 上 计数 1 分 钟 , 记 录 CPM/ 
min。 计 算 总 计数 值 ; 

总 计数 值 = (CPM/min 本 底 CPM) x4 

用 50% 有 效率 的 闪烁 计数 仪 测定 ,总 计数 值 至 少 应 达到 
170000CPM, 即 相当 于 每 分 钟 340000 裂变 值 (DPMD) 。 

F) 分 离 程序 : 

(a) 杂交 反应 结束 ,从 水 浴 泡 沫 浮 架 上 取出 反应 管 ,吸出 每 管 
中 的 全 部 反应 物 到 含有 5ml 分 离 液 的 螺旋 帽 塑料 管 中 (前 面 杂交 
(b) 已 制备 ) ,拧紧 管 帽 ,充分 混 匀 。 

(b) 将 反应 管 放 回 72 亿 水 浴 泡 沫 浮 架 孔 中 ,保温 5 分 钟 。 
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(c) 取出 反应 管 ,充分 混 匀 ,于 500g 离心 1 分 钟 , 弃 上 清 。 

(d) 按 下 法 洗涤 沉 集 物 2 次 :加 Sml 洗 液 到 反应 管 中 , 盖 紧 
帽 ,充分 混 匀 , 放 反 应 管 回 72C 土 2 人 水浴 浮 架 孔 中 ,保温 5 分 钟 。 
取出 反应 管 ,旋转 10 分 钟 使 其 充分 混 匀 ,500Xg 离心 1 分钟 , 弃 
上 清 。 

G) 测定 : 

(a) 加 Sml 闪烁 液 到 每 支 样品 管 和 对 照管 中 ,拧紧 管 帽 ,充分 
混 匀 。 用 吸水 纸 包 衷 待 测 管 , 放 和 人 闪烁 计数 仪 中 。 

(b) 静 置 5 分 钟 ,每 管 计数 1 分 钟 , 获 CPM/min。 

© 结果 解释 : 

A) 样品 :杂交 百分率 大 于 或 等 于 0.4% 为 阳性 结果 ,证 明 样 
品 中 存在 支原体 污染 物 。 

样品 杂交 百分率 计算 公式 如 下 : 


杂交 (%) = FEAL CEM AE CPM x 100% 

B) 对 照 :阳性 对 照 值 大 于 或 等 于 30% 。 阴 性 对 照 值 小 于 或 
SF 0.2%. 

Gen 一 probe 试剂 的 敏感 性 受 样品 的 体积 .支原体 浓度 和 杂交 
反应 时 间 的 影响 。 如 初次 试验 结果 误差 过 大 ,可 增加 反应 的 样品 
体积 ,提高 待 测 样品 的 浓度 ,延长 杂交 反应 时 间 (2 一 20 小 时 ) ,从 
而 提高 Gen - probe 系统 的 敏感 性 ,以 减少 测定 结果 的 计算 误差 。 

(三 ) 病毒 污染 的 检测 方法 

病毒 是 一 种 无 完整 细胞 结构 的 微生物 , 它 的 生长 .繁殖 都 必须 
在 宿主 细胞 内 进行 。 正 常 细胞 被 病毒 感染 ,细胞 将 引起 病变 ,过 早 
地 裂解 或 死亡 。 所 以 细胞 培养 ,低温 保存 过 程 中 ,病毒 的 污染 也 是 
一 个 令 人 头痛 的 问题 。 然 而 ,由 于 病毒 感染 宿主 细胞 具有 高 度 的 
专 一 性 ,所 以 对 于 某 种 病毒 而 言 ,其 感染 宿主 细胞 的 机 率 就 小 得 
多 , 它 不 像 其 他 微生物 那样 广泛 感染 培养 的 细胞 。 也 正 是 由 于 病 
毒 感 染 的 高 度 专 一 性 ,使 得 细胞 被 感染 呈现 多 样 化 ,形成 感染 的 内 
源 性 和 外 源 性 ,检测 方法 比较 复杂 ,往往 不 是 一 两 种 方法 就 能 解决 
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问题 。ATCC 采用 多 种 方法 检测 细胞 培养 物 保存 中 的 病毒 污染 
源 ,下 面 将 介绍 几 种 主要 的 方法 。 

(1) 新 建 细胞 系 的 叭 斑 (CPE) 检 测 

O 定期 取出 正在 培养 的 细胞 , 让 光线 透 过 单 层 细胞 ,查看 噬 
斑 、 集 落 或 生长 不 规则 区 域 。 

© 尽 可 能 利用 倒置 相差 显微镜 ,逐个 检测 培养 细胞 ,特别 要 
注意 细胞 群体 形态 学 不 均匀 的 区 域 。 

A) 用 低 倍 物镜 观察 待 检 细 胞 ,有 可 疑 之 处 , 弃 培养 上 清 , 用 中 
性 缓冲 的 福 尔 马 林 液 固定 。 

B) 制备 湿 片 ,用 高 倍 镜 观 察 ,并 作 必 要 的 照相 ,以 便 分 析 。 

(2) 血细胞 吸附 试验 

O 接种 细胞 培养 物 ,培养 2 一 3 天 ,使 其 形成 致密 单 层 。 

QD 分别 采集 新 鲜 的 肝素 抗 凝 全 血 ( 鸡 血 、 豚 鼠 血 ,人 O 型 血 )， 
1000r/min 离心 10 分 钟 , 弃 上 清 。 沉 集 的 红细胞 用 无 钙 镁 的 
Hank’ s 溶液 洗涤 3 次 ,用 生理 盐水 悬浮 , 制 成 0.5%(VZV) 的 红 
细胞 悬 液 。 

@ 待 检 细胞 弃 上 清 液 ,用 无 钙 镁 的 Hank's 液 洗涤 2 次 。 

© 分 别 加 3 种 红细胞 悬 液 0.5ml 到 待 检 细 胞 瓶 中 ,于 4C 放 
置 20 分 钟 。 

O 观察 红细胞 凝集 和 吸附 现象 。 不 呈现 红细胞 吸附 的 细胞 ， 
需 重复 进行 (2) 一 (4) 的 操作 。 阳 性 对 照 可 在 试验 前 2 一 3 天 ,用 
0.2ml 未 经 稀释 的 流感 病毒 株 感染 RhMk 细胞 。 

(3) WERE 

© 选择 10 一 12 日 龄 鸡 胚 , 置 于 无 菌 操作 台 上 ,用 电钻 或 圆 刍 
在 胚 蛋 的 气 计 端 ( 钝 端 ) 钻 一 小 孔 。 每 次 操作 前 后 , 均 用 70% 的 酒 
精 擦 拭 钼 孔 区 域 。 钴 头 、 刍 刀 均 用 70% 酒 精 消毒 。 

© 用 烛光 灯 照 射 确定 血管 发 育 区 域 , 避 开 胚 蛋 侧面 血管 ,小 
心 钻 孔 (人 工 气 室 孔 ) ,注意 保持 壳 膜 的 完整 性 。 

@ 滴 2 一 3 滴 Hank’ s 液 于 胚 蛋 侧 孔 内 ,用 无 菌 针头 小 心 穿 透 
FR. Hent, Hank’ s WEB A Bl Bt ER BEA (CAM) E, ER 
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© 用 一 根 短 橡皮 管 一 端 插 入 口中 , 另 一 端 压 住 蛋 的 钝 端 气 赛 

孔 口 ,用 口 轻 轻 地 吸 气 , 直 到 绒毛 尿 讲 膜 上 人 工 气 室 形成 。 

© 鸡 胚 接种 : 

A) 用 常 法 制备 待 检 细胞 悬浮 液 ,调整 细胞 浓度 为 3.0 x 107 
一 5x 10 个 /ml 

B) 将 胚 蛋 置 于 无 菌 操作 台 上 , 揭 去 形成 人 工 气 室 的 胚 蛋 孔 上 
的 胶布 ,注射 0.2ml 细胞 悬 液 到 每 个 蛋 的 绒毛 尿 训 膜 的 人 工 气 室 
上 (一 般 作 5 一 10 个 蛋 的 重复 ) ,封口 ,继续 于 37 已 培养 。 

C) 接种 后 的 胚 蛋 于 37 忆 培养 1 天 ,利用 烛光 灯 检 查 鸡 胚 , 弃 
ERM. EMH 8 一 10 R, 

D) 培养 结束 ,如 胚胎 明显 可 见 ,将 胚 蛋 的 人 工 气 室 处 打开 , 仔 
细 检 查 绒毛 尿 赛 膜 上 有 无 水 肿 细胞 群落 或 痘 斑 。 同 时 检查 胚胎 
的 发 育 状 况 , 有 无 体态 异常 畸形 发 育 障碍 。 

© 结果 分 析 : 

A) 如 胚胎 发 育 正常 ,绒毛 尿 囊 膜 上 无 任何 病变 迹象 ,为 阴性 
结果 ,说 明 待 检 细 胞 无 病毒 污染 源 存在 。 

B) 如 有 病毒 污染 的 迹象 ,为 阳性 结果 ,重复 进行 新 的 鸡 胚 接 
种 观察 。 

C) 阳性 对 照 病 毒 : 流感 病 毒 .新 城 疫病 毒 . 劳 氏 肉 瘤 病毒 。 

(4) 牛 腹泻 病毒 (BVDV) 的 检测 方法 ”细胞 培养 中 添加 的 牛 
血清 具有 携带 外 源 病毒 的 潜在 危险 ,尤其 是 牛 腹泻 病毒 (BVDV) 
的 存在 很 普遍 ,因此 培养 的 细胞 被 BVDV 污染 , 仍 有 明显 的 可 能 
性 。 所 以 要 选用 严格 的 检测 方法 ,控制 牛 血清 的 质量 ,消除 细胞 培 
养 中 BVDV 的 污染 。 应 用 直接 免疫 荧光 抗体 染色 ,可 常规 检测 市 
售 牛 血清 中 存在 的 BVDV。 检 测 中 ,应 该 注意 到 产生 BVDV 结合 
物 和 非 标记 BVDV 抗体 的 动物 种 属 ,必须 与 培养 细胞 来 源 的 动物 
种 属相 一 致 。 因 为 大 部 分 检测 系统 是 异 源 性 的 ,所 以 对 结合 物 和 
非 标记 血清 进行 吸收 试验 是 必须 的 。 

© 待 检 细胞 的 制备 : 
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A) 用 常 法 制备 悬浮 细胞 液 , 调整 细胞 浓度 为 每 毫升 2.5x 
10° 个 ,加 入 待 检 和 牛 血清 (10% 一 15% )。 

B) 取 一 块 Lab 一 Tek 四 室 载 片 , 依 其 产品 说 明 书 的 要 求 进行 
处 理 ,然后 于 每 小 室内 加 入 细胞 悬 液 0.5ml。 

C) 将 载 片 置 CO, 培养 箱 内 ,于 35 一 37 亿 培养 ,直至 单 层 细胞 

© 固定 细胞 : 

A) 吸 去 每 小 室内 的 培养 上 清 ,用 Hank’ s 液 浸泡 漂洗 载 片 ， 
漂洗 重复 2 一 3 次 ,除去 含 蛋白 的 培养 液 。 

B) 用 滤纸 吸 去 载 片 上 多 余 的 液体 ,将 载 片 移 至 - 60T 4 FENN 
丙酮 中 浸泡 漂洗 2 一 3 次 ,最 后 一 次 浸泡 不 少 于 3 分 钟 。 

C) 取出 载 片 ,使 其 完全 干燥 。 

@ 染色 : 

A) 用 0.01mol PBS ¥(pH7.2~7. 4) Ad H] BVDV 荧光 素 结 
合 物 稀释 液 。 

B) 将 已 固定 的 四 室 载 片 细胞 样品 放 在 一 个 潮湿 的 容器 内 ( 容 
器 内 放 几 块 浸 湿 的 滤纸 ) ,把 结合 物 稀释 液 覆盖 在 载 片 1 .2 小 室 的 
细胞 上 (每 小 室 1.0ml)。 

C) 同时 以 1:5 稀释 的 非 标记 BVDV 抗 血清 1.0ml( 使 用 前 用 
PBS 液 稀 释 ) 覆 盖 载 片 3 小 室 的 细胞 4 小 室 用 Hank's 液 覆盖 。 

D) 盖 上 容器 盖 , 置 于 35 一 37Y 保温 30 一 45 分 钟 。 

E) RH PBS 洗涤 2 一 3 次 ,用 结合 物 稀释 液 覆盖 3、4 小 室 
的 细胞 ,重新 放 回 潮湿 容器 ,保温 30 分 钟 。 

F) 载 片 用 0.02% 的 伊 文 氏 蓝 液 染色 10 秒 ,用 双 蒸 水 冲洗 ， 
空气 干燥 ,从 小 室 中 取出 载 片 。 

@ 观察 : 

A) 滴 一 滴 用 PBS 配制 的 甘油 (50% ) 于 染色 细胞 上 ,然后 盖 
bmi. 

B) 于 荧光 显微镜 下 观察 细胞 ,检查 细胞 质 中 典型 果 绿色 荧光 
颗粒 的 存在 情况 。 若 载 片 1.2、4 上 出 现 荧光 颗粒 、 载 片 3 无 荧光 
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颗粒 存在 ,说明 细胞 中 或 血清 内 存在 BVDV. 

© 结果 评估 :直接 荧光 抗体 法 是 目前 检测 细胞 培养 物 中 
BVDV 污染 最 敏感 的 技术 。 然 而 ,更 重要 的 是 结合 物 的 质量 ,这 种 
质量 直接 影响 特异 染色 强度 和 获得 最 浅 的 背景 着 色 。 可 以 说 , 结 
合 物 的 质量 决定 着 这 种 染色 技术 的 实用 价值 。 


A\ 正 常 的 成 纤维 细胞 B、 病 毒 感染 后 的 病变 细胞 
图 8-8 培养 的 正常 细胞 和 病毒 感染 后 的 细胞 

(四 ) 原生 动物 污染 的 检测 方法 

细胞 培养 物 中 ,除了 细菌 真菌、 支原体 、 病 毒 污 染 外 ,还 要 考 
虑 到 可 能 有 原生 动物 的 污染 。Jahnes 等 (1957 年 ) 首 次 报道 了 培 
养 的 猴 肾 细胞 中 “自发 "污染 了 自由 生活 的 阿 米 巴 (Acanthamoeba 
amoebae)。 后 来 在 若干 实验 室 的 许多 细胞 系 中 已 分 离 出 这 种 原生 
动物 ,如 狗 淋巴 肉瘤 细胞 (Ls30)、Hela 细胞 、 鸡 胚 成 纤维 细胞 、 
Chang 氏 肝 细胞 中 ,偶尔 也 可 检测 到 这 种 有 机 体 。 细 胞 培养 物 中 
原生 动物 污染 的 检测 ,可 以 不 作为 常规 的 检测 手段 使 用 ,仅仅 是 当 
细胞 出 现 异 常 怀 疑 原生 动物 污染 时 才 进 行 测试 。 

在 检测 原生 动物 污染 时 ,进行 细胞 学 检查 及 分 离 都 是 必要 的 。 
这 里 介绍 的 原生 动物 污染 检测 技术 是 美国 ATCC 的 标准 技术 , 它 
适合 于 大 多 数 最 普通 的 有 凌 毛 或 阿 米 巴 样 的 原生 动物 的 污染 检 
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测 。 

(1) 溶液 和 原生 动物 培养 基 的 制备 

O RM - EDTA; 

A) 称 取 EDTA 0. 30g. KCI 0. 40g. NaCl 8. 0g. 葡萄 糖 1. 0g. 
NaHCO; 0. 58g, #40 0. 01g F 1000m RÆK P, 加 胰 酶 (1: 
250,Difco)2.Sg, 充 分 溶解 。 

B) 过 滤 除 菌 (0. 22um, Millipore filter) ,分 装 于 适当 容器 , 贮 
存 于 一 30C 。 

© EH% Hank's FØRR: 

A) 称 取 NaCl 8. 0g, KCI 0. 40g, NHPO, 0. 05g, KH,PO, 
0. 06g R41 0.02g HF 50m 双 蒸 水 中 ,补足 水 至 100ml, 

B) 121C 高 压 灭 菌 15 分 钟 ,用 灭 菌 的 0.4NNaOH 调 pH 至 
7.2~T.4 MCF 4T 

@ 吉姆 萨 染 液 (Giemsa stain); 

A) 染色 母液 :甘油 40ml, PA 65ml、Giemsa 粉剂 1.0g, 使 其 
充分 溶解 ,过滤 2 一 3 次 ,于 ACK. 

B) 缓冲 液 (10 X ) ; NHPO; 6.0g KH2PO4 5.0g 溶 于 1000ml 
双 蒸 水 ,使 用 前 稀释 10 倍 即 可 。 

C) 用 稀释 缓冲 液 以 3:97 的 比例 稀释 Giemsa 母液 。 染 色 后 ， 
弃 不 用 部 分 。 

@ 原生 动物 培养 基 : 

A) 取 Diamond's TP 一 S-1 肉 汤 培 养 基 粉 剂 (KC Biologicals) 
溶 于 875ml 蒸 馆 水 中 ,用 1mol/L NaOH 调 至 pPH7.0, 滤 纸 过 滤 。 

B) 121C ER Bi 20 分 钟 。 

C) 无 菌 条 件 下 加 入 100ml 灭 活 牛 血清 25mlDiamond’”s TS- 
S 一 1 维生素 溶液 (40 x )(KC Biologicals)。 

D) 无 菌 分 装 18mm x 180mm 试管 (每 支 13ml)。 

E) Locke’ s 溶液 : 称 取 NaCl 8. 0g, KCl 0. 2g, CaCh 0. 2g、 
KH,PO, 0. 3g, #49 2. 5g HF 1000m! IŽK , 121C HER 
20 分 钟 。 
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© 双 相 血 琼脂 培养 基 : 

A) 称 取 牛肉 25. 0g, 加 250ml MA 7K, HB AM 2 一 3 分 钟 ， 

B) 加 Neopeptone(Difco)10. Og, NaC 12. Sg, BRAK 10. Og, 加热 
煮沸 ,滤纸 过 滤 , 补 双 燕 水 500ml, 调 至 pH7.2~7.4. 

C) 121C 高 压 灭 菌 20 分 钟 ,冷却 至 SOT. 

D) 无 菌 条 件 下 ,加 30% 已 除 菌 的 脱 纤维 兔 血 到 培养 基 中 ,分 
装 于 灭 菌 试管 AH. 

E) 斜面 形成 后 ,加 3ml 无 菌 的 Locke's 溶液 。 

© Pyb 培养 基 : 

A) 称 取 蛋白 肛 1.0g 酵母 浸 汁 1.0g BRA 20g 溶 于 900ml 双 
蒸 水 。 

B) 于 培养 基 中 加 入 0. 05mol/L CaCls4. Oml,0. 4mol/L Mg- 
SO 7HO 25ml\0.25mol/L NagHPO,8.Oml,0.25mol/L KH)PO, 
32ml, 补 足 水 到 1000ml, 调 至 pH6.5。 

C) 121C 高 压 灭 菌 20 分 钟 , 倒 平 板 。 

© BHI 血液 琼脂 培养 基 : 

A) 称 取 BHI 粉剂 37.0g \ 琼 脂 18. 08g 溶解 于 1000ml 水 中 ,分 
装 于 试管 (15mm x 150mm,  X 5. Om), 121°C KH 20 分 钟 ,冷却 
至 48Y 。 

B) 每 管 加 0.5ml 灭 菌 脱 纤维 兔 血 ,制备 斜面 。 

@ NTYG 培养 基 : 

A) 称 取 Trypticase 5. 0g、 酶 母 当 汁 5.0g、 葡 萄 糖 10. 0g AF 
1000m! XX 287k Æ pH7.2。 

B) 分 装 于 试管 (18mm X 180mm, # X 10ml),115C KH 30 
分 钟 。 使 用 前 每 管 加 入 0. 2ml 经 过 透析 和 热 灭 活 的 牛 血 清 、 
0. 1ml 脱 纤维 羊 血 。 

© Leishmania 培养 液 : 

称 取 柠檬 酸 钠 1.20g NaCl 1.0g WF 90ml 双 蒸 水 ,分 装 于 小 
试管 (每 支 1. Omi), 1210 高 压 灭 菌 20 分 钟 。 盐 溶液 冷却 后 ,加 
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1.0ml 脱 纤维 兔 血 ,充分 混 匀 , 贮 于 AC 备用 。 

原生 动物 生长 培养 基于 AC 可 以 存放 3 个 月 以 上 ,不 宜 一 次 
制备 过 量 ,可 根据 工作 量 的 大 小 、 检 测 频繁 程度 来 确定 配制 培养 基 
的 量 。 

(2) 细胞 培养 物 检测 样品 的 制备 和 接种 . 

@ AAS EM A, TERRE KR HE 3 ~5 
天 。 在 培养 期 间 , 镜 检 下 列 情况 :运动 细胞 ;细胞 内 污染 ;细胞 病理 
学 。 如 镜 检 确 定 细 胞 培养 物 中 具有 污染 原生 动物 的 迹象 , 则 立刻 
作 原 生动 物 污染 检测 试验 。 

© 取 待 测 单 层 细胞 一 瓶 ( 悬 浮 细胞 1000r/min 离心 10 分 
钟 ), 吸 上 清 液 到 无 菌 的 15ml 离心 管 中 ,室温 放置 作 其 他 检测 用 。 

© 用 Sml 无 钙 镁 的 Hanks 液 洗 涤 细 胞 , 弃 洗 涤 液 。 按 常 法 
用 胰 酶 消化 制备 细胞 悬 液 。 

© 待 检 细 胞 悬 液 接种 原生 动物 培养 基 ; 

A) 分 别 接种 0.5ml 细胞 悬 液 到 双 相 血 琼脂 培养 基 .Pyb 培养 
Æ BHI 血 琼脂 培养 基 、Leishmania 培养 液 中 。 

B) 固体 培养 基 用 微生物 接种 环 划 线 ,于 35°C 培养 7 一 10 K, 
用 显微镜 检查 有 无 鞠 毛 虫 , 胞 囊 及 原生 动物 的 滋养 体 。 

C) 用 收集 的 单 层 细胞 上 清 液 (悬浮 细胞 自然 沉淀 片刻 直接 
取 上 清 液 ) 做 湿 片 ,每 份 做 5 片 , 于 相差 显微镜 下 检查 原生 动物 的 
存在 。 

© 吉姆 沙 (Giemsa) 染 色 : 

A) 无 菌 条 件 下 加 适宜 的 培养 基 1. Smt 到 每 支 放 有 小 盖 玻 片 
的 无 菌 Leighton 管 中 , 接 细胞 悬 液 (0. 2ml/ 支 ) ,于 37C 培养 至 细 
胞 形成 单 层 。 

B) 从 管 中 取出 盖 玻 片 ,用 甲醇 固定 10 分 钟 ,空气 干燥 。 

C) Giemsa 染色 10 分 钟 ,用 自来水 冲洗 ,将 盖 玻 片 移 到 标准 
载 片上 , 封 片 。 

D) 用 显微镜 低 倍 、 高 倍 物镜 观察 ,仔细 检查 有 无 原生 动物 的 
存在 。 
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这 里 推荐 的 ATCC 细胞 培养 物 中 原生 动物 污染 检测 方法 适 
合 于 大 部 分 普通 原生 动物 (limaxamoebae) 的 检测 。 这 些 原生 动物 
能 与 培养 中 的 细胞 共存 。 由 于 胞 训 和 滋养 体 ( 原 虫 ) 上 损坏 的 组 织 
细胞 很 相似 ,所 以 它们 偶尔 污染 会 注意 不 到 。 另 一 方面 , 当 培 养 细 
胞 大 量 污染 了 阿 米 巴 后 , 常 变 成 颗粒 状 , 并 逐渐 完全 解体 ,所 耗 时 
人 岂 根 据 接种 物 的 大 小 以 及 胞 囊 或 活动 营养 体 在 接种 物 中 是 否 占 优 
势 而 定 。 对 于 初次 作 原 生动 物 污染 检测 ,对 原生 动物 的 形态 了 解 
不 多 的 研究 者 ,务必 考虑 作 阳 性 对 照 。Acanthamoeba castellanii 
(ATCC 30010) , Naegleria lovaniensis (ATCC 30569) Entamoeba 
histolytica (ATCC 30042) E. invadens (ATCC 30020) 均 是 很 好 
的 标准 阳性 对 照 物 。 
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第 9 章 细胞 培养 物 冻 存 前 后 的 特殊 检测 . 


连续 传代 培养 的 任何 一 种 动物 细胞 都 存在 被 其 他 种 、 系 细胞 
交叉 污染 的 潜在 危险 ,尤其 是 经 常 以 两 种 以 上 的 细胞 系 作为 研究 
材料 的 实验 室 ,交叉 污染 是 难以 避免 的 。Nolso ~ Ress 等 在 早期 的 
研究 中 ,检测 了 来 自 62 个 实验 室 的 446 株 细 胞 系 ,发 现 74 株 细 胞 
存在 不 同 程度 的 交叉 污染 ,其 中 32 株 混杂 了 两 种 以 上 的 细胞 系 ,2 
株 已 是 面目 全 非 ,无 法 鉴别 。 后 来 ,Hukku 等 也 报道 ,在 所 检测 的 
275 株 动物 细胞 系 中 ,96 株 显示 种 内 ,种 间 的 交叉 污染 。 在 动物 细 
胞 培养 ,保存 过 程 中 ,细胞 的 交叉 污染 问题 不 可 忽视 。 选 用 适宜 的 
方法 定期 检测 专业 实验 室 使 用 的 细胞 系 质量 ,已 人 迫在眉睫。 目前 ， 
国内 、 外 鉴别 动物 细胞 交叉 污染 的 方法 有 免疫 学 试验 . 同 工 酶 分 析 
和 细胞 遗传 学 方法 。 三 种 方法 的 配合 应 用 ,可 以 准确 地 检测 动物 
细胞 种 内 、 种 间 的 交叉 污染 。 


$9.1 免疫 荧光 抗体 染色 方法 


间接 免疫 荧光 抗体 染色 技术 是 一 种 经 典 的 免疫 学 实验 技术 ， 
已 广泛 用 于 动物 细胞 系 的 种 系 鉴定 与 交叉 污染 检测 。 该 技术 分 两 
步 进行 。 第 一 步 ,用 兔子 抗 血清 标记 待 检 细胞 和 阳性 、 阴 性 对 照 细 
胞 。 第 二 步 , 加 荧光 染料 (FITC) 标 记 的 山羊 抗 免 免 疫 球 蛋 白 搞 
体 ,经 保温 一 定时 间 后 ,荧光 标记 的 抗体 将 结合 到 已 标 有 免 抗 体 的 
靶 细 胞 上 ,借助 荧光 显微镜 即 可 观察 靶 细 胞 周围 荧光 抗原 - 抗体 
复合 物 。 

一 、 抗 血清 的 制备 > 

(1) 用 常规 方法 收集 已 知 种 属 的 细胞 培养 物 ,用 Hank’ s 平衡 
盐 溶液 洗涤 3 次 ,最 后 一 次 离心 的 沉 集 细胞 用 适量 Hank’ s 液 
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悬浮 。 

(2) 调整 活 细 胞 浓度 为 每 毫升 5xX105 个 1x10 个 和 1x10” 
个 。 第 一 周 .第 二 周 和 第 三 周 ,免疫 兔子 分 别 采用 5x105 个 /ml、 
Lx 10° 个 /ml 和 1x10’ 个 /ml 的 细胞 浓度 。 

(3) 免疫 接种 兔子 时 , 耳 静脉 各 注射 tml 细胞 悬 液 ,每 周 两 
次 , 共 3 周 。 以 后 每 周 加 强 注 射 一 次 , 以 107 活 细胞 /ml 注射 
为 宜 。 

(4) 最 后 一 次 加 强 注射 后 , 取 血 检测 效 价 。 效 价 达 1:8 以 上 ， 
则 可 心脏 采血 ,分 离 血 清 , 于 56 亿 加热 灭 活 ,小 量 (0.2ml) 分 装 , 贮 
于 一 70 亿 备用 。 

二 、 动 物 细胞 系 的 种 属 鉴别 

(1) 采用 常 法 收集 待 检 细 胞 培养 物 ,用 PBS( pH7. 5) KBE ME 3 
次 ,离心 , 沉 集 细胞 用 PBS 悬浮 , 调整 细胞 浓度 为 3x 10°~ 4 x 
10 个 /ml。 

(2) 取 0.1ml 细胞 悬 液 同 0. lml 经 过 适当 稀释 的 免 抗 血清 混 
匀 , 置 湿 的 培养 盘 中 ,室温 放置 30 分 钟 。 用 PBS 液 洗 3 次 除去 残余 
抗体 , 避 光 加 0.1ml FITC 一 山羊 抗 免 抗 血清 ,于 暗 处 作用 30 分 钟 。 

(3) 作用 后 的 细胞 用 
PBS 液 洗 3 次 , 移 取 少量 
的 细胞 悬 液 滴 在 载 玻 片 
上 ,用 荧光 显微镜 检查 染 
色情 况 。 细 胞 周边 产生 荧 
光环 的 样品 即 为 阳性 反应 
(图 9-1)。 

此 法 用 于 动物 细胞 的 
种 属 鉴别 和 交叉 污染 , 具 
有 简便 和 灵敏 的 优点 ,在 
适当 的 分 辨 条 件 下 ,可 以 
检测 出 110000 的 污染 图 9-1 细胞 周边 的 荧光 光学 
细胞 。 为 典型 的 阳性 反应 
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$9.2 同 工 酶 电泳 图 谱 分析 法 


通过 对 25 个 不 同 种 属 的 细胞 系 抽 提 物 进 行 同 工 酶 电泳 图 谱 
分 析 结 果 表 明 , 同 工 酶 可 用 于 动物 细胞 种 属 鉴 定 和 细胞 种 间 交 叉 
污染 检测 。 尽 管 动物 细胞 内 存在 多 种 同 工 酶 ,但 只 要 确定 葡萄 糖 
-6- 磷 酸 脱 氢 酶 (G6PD) .乳酸 脱 氢 酶 (LDH) 和 核 苷 磷酸 化 酶 
(NP) 的 电泳 迁移 率 ,就 可 以 鉴定 动物 细胞 系 的 种 属 来 源 。 这 种 方 
法 具有 高 度 可 靠 性 ,重复 性 好 , 且 经 济 实 用 ,适合 于 基层 实验 室 和 
一 般 临 床 医院 选用 。 

一 、 待 检 细 胞 抽 提 物 的 制备 

(一 ) 方法 一 

(1) 用 常 法 收集 待 检 细 胞 培养 物 ,用 0.9%NaCl- EDTA W 
( 含 0.6X10 4mol/L EDTA,pH7.1) 洗 涤 3 次 ,离心 ,将 沉 集 细胞 
悬 译 于 NaCl- EDTA 液 中 ,调整 细胞 浓度 为 每 毫升 2x107 一 5x 
107 个 。 

(2) 将 细胞 悬 液 置 液 氨 或 干冰 - 乙醇 冰 浴 中 迅速 冻 融 3 次 ， 
用 超声 波 处 理 使 细胞 破碎 ;也 可 用 等 体积 的 辛 醇 混 合 ,于 4 放置 
过 夜 。 

(3) 将 破碎 细胞 匀 浆 移 至 微型 离心 管 中 , 高 速 离心 1 一 2 分 
钟 ,上 清 液 分 装 后 贮 于 -70C BA. 

(=) FWRI 

(1) 用 常 法 收集 待 检 细胞 培养 物 ,用 无 钙 、 镁 的 磷酸 缓冲 液 洗 
涤 3 次 ,将 沉 集 细胞 悬浮 于 15ml 离心 管 中 , 调 整 细胞 浓度 为 每 毫 
升 2x107 个 ,离心 。 

(2) 弃 上 清 液 ,加 入 50 ~ 100p 的 细胞 破碎 液 (1:5Triton x 
100 NaCl- EDTA 液 , 贮 于 40 ) 悬 浮沉 集 细胞 ,充分 混 匀 , 置 室温 
片刻 。 

(3) 转移 细胞 抽 提 物 到 微型 离心 管 中 , 用 巴 斯 德 吸管 反复 吹 
吸 ,直到 细胞 完全 溶解 ,溶液 呈 雾 状 。 
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(4) 高 速 离心 2 oP ULE, LARUE - 700 备用。 

二 、 待 测 细胞 抽 提 物 的 淀粉 凝 胶 电泳 

(一 ) 淀粉 凝 胶 的 制备 

(1) 称 取 60g 电泳 淀粉 加 到 500ml 凝 胶 缓 冲 液 中 ,加 热 搅拌 
到 90C ,使 其 充分 溶解 , 置 于 真空 1 分 钟 左右 以 除去 气泡 ,并 冷却 
到 60 。 

(2) F LDH 和 G6PD 淀粉 胶 中 加 适量 的 NADP( 表 9 一 1), 小 


心 混 匀 。 
表 9-1 LDH、G6PD、NP 三 种 同 工 酶 电泳 试剂 
酶 系统 LDH G6PD NP 
电泳 缓冲 液 TC TEB TEB 
制 胶 缓冲 液 TC(0.1x) TEB(0.1x) TEB(0.2x) 
10ml RK Sml BAK 20ml IL 7K 
Sml 0. Smol Tris pH7. 5 Sml 0. 02Smol 葡萄 糖 5ml 0. lmol NaH, PO,+ 
—6- FR HO 
Sml 1.0mol 乳酸 钠 Sml 0. Smol Tris pH7.5 50ml MEF 
mea SM NAD (10mg/ml) sat lmol MgCl 109.1 geome AEE 
3 j 
Smg MTT Sml 0.005mol NADP Smg MTT 
2mg PMS Smg MS 2mg PMS 
2mg PMS 


(3) 用 常 法 制 凝 胶 板 ,室温 中 静 置 冷却 2 一 3 小 时 。 

(Z) 淀粉 凝 胶 电泳 

普通 垂直 凝 胶 电 泳装 置 即 可 用 于 此 实验 。 

(1) 溶解 细胞 抽 提 物 ,高 速 离心 1 一 2 分 钟 ,使 细胞 碎片 沉淀 。 

(2) 移 去 凝 胶 上 的 梳子 ,用 微量 进 样 器 加 30~40pl 细 胞 抽 提 
液 到 加 样 孔 中 。 移 去 胶 槽 固定 器 ,凡士林 封 胶 。 

(3) 加 入 适量 的 电泳 缓冲 液 ( 表 9 -2) 到 电泳 槽 中 ,固定 淀粉 
胶 板 。 

(4) F 4C AEF IK 16 ~ 18 小 时 ,电压 为 4 一 5SVem。 

(=) 同 工 酶 显 色 

(1) 电泳 完毕 ,取出 淀粉 胶 ,水 平分 成 三 等 份 , 放 人 棕色 盒 内。 
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(2) 加 入 染色 液 到 染色 盒 中 ,使 其 浸泡 胶 块 ,于 37°C 避 光 显 色 
1 一 3h( 显 色 时 间 的 长 短视 酶 的 活性 而 定 )。 

(3) 观察 色 带 ,比较 细胞 抽 提 物 中 各 种 同 工 酶 的 迁移 率 , 从 而 
确定 待 测 细胞 系 的 种 属 关系 。 

同 工 酶 谱 ( 图 9-2) 是 3 种 同 工 酶 的 标准 迁移 率 。 该 图 谱 可 
以 用 来 查 对 不 同 种 属 来 源 细 胞 系 的 同 工 酶 ,图 中 标明 了 一 些 常见 


种 属 细胞 系 的 标准 带 型 。 
表 9-2 淀粉 电泳 缓冲 液 贮存 液 
Tris- 柠檬 酸 盐 
7 (Te) 1x 贮 存 液 
Tris 17g 
#7 RB-HLO 9.1g 
WRK 1000ml 
pH a 7A 
Tris- EDTA -硼酸 盐 
(TEB) SERM 
Tris 109. 0g 
EDTA- Na 7.6g 
硼酸 6.2g 
IAK 1000m! 
pH 8.6 
三 、 待 检 细 胞 抽 提 物 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 


琼脂 糖 凝 胶 电 泳 用 于 动物 细胞 同 工 酶 分 析 可 获得 令 人 满意 的 
结果 ,其 电泳 分 带 原 理 、 操 作 步 骤 与 蛋白 质 电泳 相似 ,可 参考 酶 学 
方法 手册 。 近 几 年 ,美国 coming 公司 已 推出 “AuthentikitTM 系 统 ” 
产品 用 于 同 工 酶 分 析 。 该 系统 包括 成 形 凝 胶 . 显 色 试剂 .标准 细胞 
抽 提 物 、 对 照 细 胞 抽 提 物 等 试剂 ,具有 使 用 方便 、 操 作 简单 ,检测 结 
果 重 复 性 好 的 特点 。 试 剂 盒 附 有 详细 的 使 用 说 明 书 ,使 用 者 阅读 
即 可 操作 。 应 用 琼脂 糖 凝 胶 电 沪 作 动物 细胞 交叉 污染 检测 ,问题 
的 关键 不 在 电泳 过 程 ,而 取决 于 研究 者 对 各 种 同 工 酶 图 谱 的 认识 
和 分 析 。 为 此 , 特 列 出 一 些 动物 种 属 细胞 内 存在 的 7 种 同 工 酶 的 
电泳 迁移 距离 和 迁移 率 ( 表 9- 3), 供 研究 者 比较 分 析 。 
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RI-3 一 些 常见 动物 种 属 的 7 种 同 工 酶 迁移 率 


nemmen [MME 6 WR] oe ore 
种 名 RAB 
迁移 距离 | 迁移 率 | 迁移 距离 | 迁移 率 | 迁移 距离 | 迁移 率 
标准 品 24.6 | 1.00 | 18.1 | 1.00] 12.0 | 1.00 
对 照 品 12.8 | 0.52 | 14.5 | 0.80 | 8.2 | 0.68 
W ¥(Aoudad) 17.2 | 0.70 | 10.4 | 0.58) 12.1 | 1.01 
9896 (Baboon) 18.8 | 0.75 | 15.7 | 0.91} 10.4 | 0.87 
蝙蝠 (Bat) 19.7 | 0.79 | 8.9 | 0.49 | 5.6 | 0.47 
4 (Bovine) 23.1 | 0.94} 9.7 | 0.54] 13.0 | 1.08 
7k 4 (Buffalo) 19.7 | 0.80 | 9.6 | 0.53} 16.5 | 1.38 
J (Cat) 16.4 | 0.64 | 9.5 | 0.53] 12.4 | 1.03 
狗 (Dog) 10.6 | 0.42 | 13.0 | 0.72] 11.2 | 0.93 
IE (Fox) 11.4 0.46 | 13.9 | 0.77] 121 | 1.01 
豚鼠 (Guinea pig) | 18.7 | 0.75 | 18.5 | 1.02 | 10.4 | 0.87 
We 23.0 | 0.94 | 16.9 | 0.9 | 13.2 | 1.10 
BEEM Ham- 21.4 | 0.87 | 17.5 | 0.97] 11.6 | 0.97 
ster, Syrian) 
Z (Horse) | 12.4 | 0.50 - - - - 


A 种 人 (Human A)| 12.9 | 0.52 | 14.5 | 0.80 | 8.3 0.69 
B 种 人 (HumanB) | 12.8 | 0.5 | 12.1 | 0.67] 83 | 0.69 


7K% (Mink) 20.0 | 0.81} 13.5 | 0.74} 12.9 | 1.08 
#8 (Monkey) | 11.3 | 0.46) 15.0 | 0.831 8.6 | 0.72 
grit 20.0 | 0.81} 15.0 | 0.83] 86 | 0.72 
7). (Mouse) 25.2 | 1.02 | 18.1 | 1.00] 12.0 | 1.00 
4% (Rabbit) 25.1 | 1.01 | 12.3 | 0.68} 9.9 | 0.83 


T MR (Raccoon) 17.5 0.71 10.4 0.58 13.9 1.16 


KR (Rat) 11.5 | 0.46 18.7 1.03 12.2 1.02 
一 一 -| -一 | 上 < |1102 
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续 表 


eat 


ye fers BKN 
迁移 距离 | 迁移 率 | 迁移 距离 | 迁移 率 
标准 品 15.5 | 1.00 7.2 1.00 
对 照 品 12.4 | 0.80 | 11.4 | 1.58 
W 羊 (Aoudad) 11.0 | 0.71 | 28.3 | 3.93 
独 Hh (Baboon) 12.5 | 0.81 | 15.9 | 2.21 
i 5 (Bat) | a28 | 0.83 | 113 | 1.57 
4 (Bovine) 9.0 | 0.58 | 18.0 | 25 
水 # (Buffalo) = | = e = 
I (Cat) 13.5 | 0.87 | 20.1 | 2.79 
狗 (Dog) 9.4 | 0.61 | 16.1 | 2.24 
狐 狸 (Fox) 6.7 | 0.43 | 18.0 | 2.5 
RK (Guinea pig) l u.6 | 0.75 | 17.8 | 2.47 
"HRE fl (Hamster, Chinese) 13.7 0.88 26.1 3.63 
叙利亚 鼠 (Hamster, Syrian) 10.9 0.70 16.5 2.29 
马 (Horse) - - 27.9 | 3.88 
A 种 人 (Human A) | 12.9 | 0.83 | 12.4 | 1.72 
B #A (Human B) 12.9 | 0.83 | 12.4 | 1.72 
水 $% (Mink) 10.4 0.67 18.5 2.57 
IR (Monkey) 12.6 | 0.81 | 12.4 | 1.72 
IR (Monkey, Rhesus) 13.7 | 0.88 - 
小 (Mouse) 16.8 | 1.08 | 8.0 1.11 
(Rabbit) 14.3 | 0.92 | 4.7 | 0.65 
Be MB (Raccoon) = S = = 
大 鼠 (Rat) 9.8 | 0.63 | 16.2 | 2.25 


ER 


天 冬 氨 酸 转氨酶 AMKAN 
"Of IBER|IBY 迁移 距离 

标准 品 10.0 | 1.00 | 7.1 12.0 15.7 

对 照 品 | 15.0 | 1.50 |-5.6 2.8 10.6 18.5 24.8 
WF (Aoudad) 10.3 | 103 0.7 4.9 9.2 13.9 18.9 
Ø (Baboon) 13.7 | 1.37 |-5.6 2.8 10.6 18.0 26.3 
蝙蝠 (Bat) 10.0 | 1.00 -7.0 -1.1 5.3 12.0 16.1 
+ (Bovine) 9.1 | 0.91 | 1.2 6.0 10.6 15.8 21.3 
7k #Œ (Buffalo) | 10.2 | 1.02} - 3.0 82 12.6 17.4 
I (Cat) 10.5 1.05 |-4.3 2.0 7.8 13.8 20.1 
狗 (Dog) 10.2 | 1.02 |-44 3.8 11 18.1 21.9 
狐狸 (Fox) 9.4 0.94/-1.5 63 13.5 - - 
AK BR (Guinea pig) 12.0 | 1.20 |-0.7 6.5 13.4 20.7 - 
sr rash ins | 1.18} 61 =. 2 = 
pita 124|1124|47 - - - - 
(Horse) 12.1 | 1.21 |-0.9 5.9 12.4 18.9 28.1 
A 种 人 (Human A) 15.0 | 1.50 |-5.6 2.8 10.6 18.5 24.8 
B 种 人 (Human B) 15.0 | 1.50 | -5.0 3.0 10.6 18.7 26.9 
7k 38 (Mink) 8.8 | 0.88 | 0.2 7.0 13.6 21.0 

#8 (Monkey) | 12.6 | 1.26 |-5.2 2.9 10.2 18.3 24.9 
are 12.7 | 1.27 1-55 3.0 11.6 20.8 28.7 
小 鼠 (Mouse) 10.0 | 1o0|55 9.7 128 - - 
免 (Rabbit) 14.6 | 1.46 | 0.2 5.5 10.7 16.7 - 
H AR (Raccoon) 13.4 | 1.34 |-0.4 7.0 13.5 20.5 - 
KM (Rat) 10.2 | 1.02 |-4.9 3.0 10.9 16.6 - 
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$9.3 同 工 酶 分 析 在 种 内 细胞 
交叉 污染 检测 中 的 应 用 


随 着 动物 细胞 建 系数 量 的 剧 增 , 同 种 细胞 系 间 的 交叉 污染 也 
日 趋 增 多 。 特 别 是 对 那些 研究 工作 中 涉及 许多 人 或 小 鼠 杂 交 瘤 的 
实验 室 ,这 一 问题 就 显得 尤为 突出 。 检 测 细 胞 多 形 性 同 工 酶 对 观 
察 一 特定 种 属 中 不 同 个 体 的 细胞 交叉 污染 来 说 是 十 分 重要 的 。 

前 面 已 经 介绍 了 利用 G6PD、LDH 和 NP 同 工 酶 的 电泳 迁移 
率 所 表现 的 差异 ,来 鉴别 细胞 系 所 属 种 属 和 检测 种 内 细胞 系 的 交 
叉 污染 。 然 而 ,对 于 同 种 异体 细胞 系 交 叉 污染 的 检测 , 则 要 通过 各 
种 多 形 性 同 工 酶 的 分 析 , 才 能 达到 预期 效果 。 细 胞 遗传 学 研究 分 
析 表 明 ,在 同 种 不 同 个 体 的 细胞 系 中 , 某 些 特定 的 酶 常常 有 不 同 的 
共 显 性 等 位 基因 ,其 产物 是 多 形 性 的 ,通过 电泳 分 离 分 析 , 可 清楚 
地 分 辨 出 个 体 间 的 这 些 细小 差异 。 一 般 情况 下 ,这 些 多 形 性 同 工 
酶 的 表 型 极 稳定 。 因 此 ,在 特定 的 位 点 范围 内 确定 了 这 种 同 种 异 
体 同 工 酶 的 表 型 ,就 可 以 用 它们 为 每 一 待 测 细胞 系 提供 一 个 同 种 
异体 同 工 酶 的 遗传 特征 。 在 人 的 细胞 系 中 ,7 种 (或 更 多 ) 同 种 异 
体 多 形 性 同 工 蓝 表 型 已 经 起 够 提供 一 个 高 度 可 靠 的 细胞 系 鉴 别 依 
Hio MERCADA) .G6PD、 脂 酶 DIESD) 肽 酶 D (PED- D), 
葡萄 糖 变 位 酶 二 和 葡萄糖 变 位 酶 3(PGM1, PGM3)、6 - 磷酸 葡萄 
酸 脱 氨 酶 (PGB) 被 认为 是 :7 种 常见 的 同 种 异体 多 形 性 同 工 酶 ,其 
表 型 图 谱 可 通过 患 泳 分 离 获 得 (图 9 - 3)。 在 确定 同 工 酶 的 表 型 
后 ,应 用 其 表 虱 和 正常 人 群体 的 表 型 频率 资料 ( 表 9 一 4), 可 推算 
出 某 一 特定 细胞 系 遗 传 特征 出 现 的 频率 ,如 一 个 来 源 于 白 种 男性 
的 细胞 系 , 带 有 ADA -1.G6PD -BESD-1、PEP-D-1.PGMI 
一 2、PGM3 - 1,PGD - A 的 遗传 特征 ,其 表 型 频率 查 表 9 一 5 为 ; 
0.8845 x 1. 0 X 0. 8131 x 0. 9780 x 0. 0558 x 0. 5403 x 0. 9536 = 
0.0202。 如 这 一 白人 男性 细胞 系 在 实验 室 长 期 传代 ,检测 7 种 多 
形 性 同 工 酶 时 ,电泳 表 型 图 谱 差 异 很 大 ,出 现 ADA - 2.G6PD- 
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图 9- 3 人体 细胞 系 的 6 种 多 形 性 同 工 酶 表 型 图 谱 
B,ESD -2,PEP - D- 1 -2,PGM1 - 1,PGM3 - 2,PGD- C iN # 
形 图 谱 , 可 初步 认为 存在 同 种 异型 细胞 系 的 污染 。 进 一 步 查 表 为 ; 
0.0017 x 1 x 0.0092 x 0. 0220 x 0. 5849 x 0. 0600 x 0.0009 = 1.08 
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x107". 显然 ,1.08 x 10°" 5 0.0202 相差 其 远 ,证 明白 人 男性 
细胞 系 被 交叉 污染 。 可 见 0.0202 这 个 数值 是 非常 有 用 的 , 它 反应 


了 具有 这 种 特殊 遗传 性 状 的 细胞 系 的 概率 。 
表 9-4 和 白人 和 黑人 群体 中 7 种 多 形 性 同 工 酶 的 表 型 频率 
i 类 表 型 白人 表 型 频率 。 黑人 表 型 频率 
ADA 1 0.8845 0.9320 
1-2 0. 1138 0.0668 
2 0.0017 0.0012 
G6PD A 0 0. 4400 
B 1 0. 5600 
ESD 1 0.8131 0.8039 
1-2 0.1776 0.1961 
2 0.0092 0.0096 
PEP~D 1 0.9780 0.9110 
1-2 0.0220 0.0479 
1~3 0. 0000 0.0411 
2 0.0001 0.0006 
3 0.0000 0.0005 
PGMI 1 0.5849 0.6019 
1-2 0. 3565 0.3204 
2 0.0558 0.0485 
PGM2 1 0.5403 0.4085 
1-2 0.3997 0.4085 
2 0.0600 0.4553 
PGD A 0.9536 0.9264 
AC 0.0455 0.0727 
© 0.0009 0. 00009 


7). BLAA HED ZR FZR OP E) A TE GR, RB 
细胞 交叉 污染 涉及 的 酶 类 有 : 酯 酶 (ES- 1,ES- 2), 二 肽 酶 (DiP- 
J), 谷 草 转氨酶 (GOT - 2), 异 柠檬 酸 脱 氨 酶 (NADP 依赖 型 )， 
NADP -苹果 酸 酶 (MOD — 1) ,葡萄 糖 -磷酸 异 构 酶 (GPI 一 1), 磷 
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酸 葡萄 糖 变 位 酶 (PGM1.2)。 这些 同 种 异体 多 形 性 同 工 酶 的 电泳 
分 离 方 法 已 建立 ,但 还 没有 充分 应 用 到 实际 工作 中 。 


$9.4 染色体 分 析 方 法 


核 型 分 析 技 术 用 于 细胞 系 的 种 内 和 种 间 交 叉 污染 的 检测 已 有 
相当 长 的 历史 。 多 数 情况 下 ,尽管 不 同 种 细胞 染色 体 数量 .结构 相 
差 很 大 ,但 用 显微镜 观察 就 足以 鉴别 。 而 亲缘 关系 相当 接近 的 灵 
长 类 细胞 系 之 间或 人 癌 细 胞 系 之 间 的 微小 差别 的 比较 , 则 需 采 用 
各 种 染色 体 显 带 技术 加 以 评估 。 

目前 ,实验 室 常用 染色 体 分 析 方 法 鉴定 细胞 系 或 检测 细胞 交 
又 污染 ,这 种 方法 具有 细胞 遗传 学 的 坚实 基础 ,所 以 广泛 被 采用 。 
染色 体 分 析 包括 四 种 基本 的 染色 体 显 带 技术 , 即 G 带 .Q 带 .C 带 
和 及 带 。 四 种 显 带 技术 的 综合 应 用 ,可 分 析 细 胞 染色 体 的 精细 结 
构 。 然 而 ,在 动物 细胞 低温 保存 的 质量 控制 中 ,尤其 是 检测 细胞 的 
交叉 污染 ,应 用 最 多 的 是 G 带 分 析 。 所 以 ,这 节 中 主要 介绍 染色 
体 G 带 分 析 技 术 的 程序 及 分 析 方法 。 

一 、 试 剂 

(1) 乙酰 甲 基 秋水 仙 碱 (Colcemid) :将 1mg 的 乙酰 甲 基 秋水 
仙 碱 溶 于 50ml 双 蒸 水 中 ,过滤 除 菌 ,分 装 2ml 瓶 , 冻 存 于 -20 人 C 。 

(2) 低 渗 液 :0. 56gKCl WF 100ml 双 蒸 水 中 , 灭 菌 , 贮 于 4C 
冰箱 。 

(3) 2xSSC &:0. 6mol/L NaCl #5 0. O6mol/L 柠檬 酸 钠 液 
等 量 混合 , 灭 菌 , 贮 于 IC KA. 

(4) 饱和 Ba(OH), 液 : 加 过 量 的 Ba(OH); 固体 到 适量 的 双 蒜 
水 中 ,使 其 饱和 ,使 用 时 取 溶 液 上 部 的 清亮 部 分 。 

(5) 固定 液 :3 份 无 水 甲醇 与 1 份 冰 醋 酸 混合 ,保持 在 冰 浴 中 ， 
使 用 前 制备 。 

(6) 胰 酶 -EDTA 液 : 

EDTA-Na 0.2g 葡萄 糖 1.0g 
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KCl 0.2g NaCl 2.0g 

KH>PO; 0.2g 酚 红 (0.3%) 3.0ml 

NazaHPOs*7H2O 2.18g BÆ (Difco, 1:250) 0.1g 

Wak 100m! 

FA [mol/L HCI 或 tmolML NaOH 调节 pH 到 7.4, 过 滤 除 菌 ， 
分 装 , 贮 于 -20C 以 下 。 

(7) 吉姆 萨 (Giemsa) 染 色 缓 冲 液 (G -缓冲 液 ) :将 KH PO, 
3.4g 溶 于 双 蒸 水 100ml, 用 50% NaOH 调节 pH6.8,121C 灭 菌 , 贮 
TACs 

(8) 吉姆 萨 (Giemsa) 染 液 : 将 Giemsa 1. Og, Hh 66ml, F AE 
(100% )66ml 放置 过 夜 , 使 其 充分 溶解 ,于 4 已 贮 存 1 个 月 后 使 用 。 

(9) Q 带 染色 缓冲 液 (Q - 缓冲 液 ):0.2mol/L Na HPO, 
27.8ml 和 0. 1molLL FFERM 22.2ml 充分 混合 ,用 Imol/L NaOH 
或 1molML HCI 调 pH5.5, 灭 菌 , 贮 于 4C 。 

(10) 奎 尼 染 液 :溶解 1.0g JEFF (Quinacrine mustarcl, QM) 
在 100m 双 蒸 水 中 ,过滤 除 菌 。 

(11) 胰 酶 液 :制备 1% 无 菌 胰 酶 液 , 分 装 , 贮 于 -20C 以 下 。 

Z., REPR 

(一 ) 染色 体 铺 片 

制备 染色 体 铺 片 的 标准 方法 包括 中 期 细胞 的 低 渗 膨胀 .固定 、 
玻 片 铺展 .染色 HH AR 

(1) 取 对 数 生长 期 细胞 一 瓶 (T- 75 瓶 ,表面 积 7$cm2) ,加 入 
试剂 (1), 使 其 最 终 浓 度 为 0.05 一 0. ug/ml. 

(2) 37 人 培养 1~4 小 时 ,培养 时 间 的 选择 取决 于 所 研究 细胞 
系 的 生长 周期 。 例 如 ,人 的 二 倍 体 细胞 系 培养 2 一 4 小 时 ,而 中 国 
仓鼠 卵巢 细胞 系 (CHO) 则 仅 培 养 45 一 90 分 钟 即 可 。 

(3) 用 常规 胰 酶 消化 法 制备 悬浮 细胞 (如 悬浮 细胞 培养 则 省 
去 消化 步骤 ) ,离心 收集 细胞 。 

(4) 将 细胞 悬浮 于 KCI 低 渗 液 中 ,37 忆 培养 10 分 钟 ,1000r/ 
min 离心 10 分 钟 , 沉 集 细胞 用 少量 KCI1( 沉 集 细胞 的 ~ 2 倍 ) 低 
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BREE. 

(5) 用 毛细 管 缓 缓 加 入 3 一 4ml 新 鲜 制备 的 固定 液 ,充分 混 
匀 , 放 置 15 分 钟 ,离心 , 弃 上 清 液 ,加 入 4 一 5ml 固定 液 ,充分 混 匀 ， 
于 室温 放置 15 分 钟 。 

(6) 重复 (5) 步 又, 离心 6 分钟 , 移 去 多 余 的 上 清 液 , 留 沉 集 细 
胞 10~ 15 倍 体积 的 上 清 液 悬浮 细胞 。 

(7) 滴 加 细胞 悬 液 于 洁净 的 玻 片上 (将 玻 片 于 4 预 冷 ,并 呈 
20 倾角 ) , 轻 吹 滴 液 ,使 细胞 悬 液 均匀 铺展 到 玻 片 上 。 将 玻 片 置 于 
40% 一 50% 湿 度 的 室温 下 空气 干燥 。 

(8) 将 玻 片 置 于 相差 显微镜 下 ,观察 中 期 细胞 染色 体 展开 情 
况 。 如 细胞 密度 过 大 ,可 调节 细胞 浓度 ,使 其 达到 最 佳 密度 ,便于 
染色 体 计 数 。 . 

(9) 用 1% 吉 姆 萨 染色 20 分 钟 ,用 自来水 冲洗 ,于 空气 中 干 
燥 , 作 核 型 分 析 。 

(二 ) 吉姆 萨 显 带 技术 (G 带 ) 

(1) 将 空气 干燥 的 玻 片 ( 按 步骤 (一 ) 方 法 制备 后 2 一 7 天 内 使 
用 ) 放 于 60T 保温 3 一 5 分钟, 加 G- 缓冲 液 后 继续 保温 11 分 钟 。 

(2) 将 玻 片 沥 干 , 加 
0.95ml 胰 酶 — 吉姆 萨 染 液 铺 
RR SF 40 BCR 15 分 钟 。 

(3) 用 双 蒸 水 冲洗 ,空气 
干燥 ,用 显微镜 油 镜 观察 染色 
体 带 型 。 有 经 验 的 细胞 遗传 学 
家 能 通过 这 一 染色 体 分 型 技 
术 , 用 普通 光学 显 玻 镜 观察 染 
色 体 的 倒 位 缺失. 易 位 。 选 择 
染色 体 带 型 照相 (图 9 一 4)。 

(=) 奎 带 技 术 (Q- Band- 9-4 CHO 细 胞 G- 带 显 色 
ing) 

(1) 将 铺 片 浸泡 于 40mlQM 液 中 ,于 室温 染色 30 一 60 分 钟 。 
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(2) 用 自来水 冲 去 铺 片 上 染 液 , 双 蒸 水 漂洗 3 一 5 分 钟 ,于 Q 
一 缓冲 液 中 浸泡 片刻 , 放 一 片 洁净 的 盖 片 于 加 少许 Q- 缓 冲 液 的 
铺 片上 进行 封 片 ,用 吸水 低 吸 去 过 量 的 水 分 。 

(3) 用 荧光 显微镜 观察 。 

(四 ) C 带 显 带 (C-banding) 

(1) 将 铺 片 浸泡 于 0. 2molMLHCL, 于 室温 放置 1 小 时 ,用 自 来 
水 冲洗 , 双 蒸 水 漂洗 3 一 5 分 钟 ,用 C- 缓 冲 液 浸 泡 片 刻 。 

(2) 将 铺 片 浸泡 于 饱和 Ba(OH): ,于 室温 放置 1 小 时 ,用 双 蒸 
水 漂洗 (至 少 换 水 5 次 )。 

(3) 将 铺 片 浸泡 于 2xSSC 液 中 ,于 58 一 60 亿 保温 1 小时。 

(4) 铺 片 换 2% 一 3% 吉姆 萨 工 作 液 染色 30 分 钟 ,如 染色 太 
浅 ,重复 染色 1 次 。 用 双 蒸 水 漂洗 ,空气 干燥 。 

(5) 将 干燥 的 载 片 用 显微镜 油 浸 物镜 观察 , 作 显 微 照 相 。 


§9.5 DNA 指纹 图 谱 分 析 方法 


重组 DNA 技术 的 进展 使 得 DNA 探 针 直接 分 析 人 体 细 胞 系 
低温 保存 中 交叉 污染 成 为 可 能 。 由 重复 基因 组 成 的 DNA 序列 在 
许多 特定 区 域 都 具有 高 频率 的 可 杂交 单位 ,用 限制 性 内 切 酶 特异 
性 地 切 开 DNA 分 子 ,通过 Southern 印迹 杂交 技术 测定 杂交 结果 。 
限制 性 内 切 酶 酶 切片 断 的 大 小 ,数量 构成 的 DNA 指纹 可 用 于 细 
胞 系 的 鉴定 和 分 型 。 由 于 这 种 DNA 指纹 技术 具有 对 人 体 不 同 细 
胞 系 的 分 辨 能 力 ,所 以 能 有 效 地 用 于 细胞 系 交 叉 污 染 的 检测 。 细 
胞 系 交叉 污染 检测 采用 VNTR 分 析 , 即 从 人 的 细胞 系 培养 物 中 抽 
提高 质量 的 DNA, FA Hinf 工 或 Hae 亚 限制 内 切 酶 消化 ,琼脂 糖 凝 
胶 电泳 分 离 消化 片断 ,然后 使 DNA 片断 变性 并 转移 到 尼龙 膜 上 
IPP 标记 的 单位 点 探 针 pYNH24 杂交 ,随后 ,在 非常 严格 的 条 件 
下 洗涤 ,X- 光 胶片 显影 ,观察 重复 序列 的 多 态 性 , 即 DNA 指纹 图 
谱 。 其 特异 性 的 带 型 ,可 精确 地 比较 人 体 细胞 的 DNA 指纹 差异 ， 

一 、 细 胞 培养 物 DNA 的 抽 提 
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(一 ) 试剂 

(1) PBS 缓冲 液 。 

(2) 细胞 裂解 液 (TEN): 10mmolML Tris - HCl, pH7. 4, 
0. Smol/L NaCl, 1mmol/L EDTA; 

(3) 10% NP— 40。 

(4) NLB Ñ : 10mmol/L Tris - HCI, pH9. 0,0. 4mol/LNaCl, 
2mmol/L EDTA,0.66%SDS, 

(5) 蛋白 酶 K:2Smg/ml, 分 装 贮 于 -207 。 

(6) TE 缓冲 液 : 10mmol/L Tris - HCl, pH7. 4,0. Immol/L 
EDTA. 

(=) 操作 步骤 

(1) 选择 待 检 细 胞 培养 物 ,用 常 法 收集 细胞 , PBS 液 洗涤 2 
次 ,调整 细胞 浓度 为 每 毫升 105 一 107 个 , 置 于 冰 浴 进行 DNA 抽 提 
(如 暂 不 抽 提 DNA, 将 细胞 贮 于 -70C 备用 )。 

(2) 加 入 适当 体积 的 试剂 (2) 液 到 细胞 沉 集 物 中 ,通常 2 x 107 
个 细胞 加 4ml 试剂 (2) ,同时 加 入 试剂 (3) ,使 其 终 浓 度 为 0.65%， 
反应 管 放 于 冰 浴 中 缓 组 摇动 2 分 钟 。 

(3) 1500 X g.4°C Bt 10 分 钟 。 

(4) 弃 上 清 , 加 入 约 3ml 的 试剂 (4) , 轻 轻 播 动 反应 管 ,使 沉 演 
充分 悬浮 。 

(5) 加 入 0.06ml EAR K[ 试 剂 (5)], 充 分 混 匀 ,37 亿 摇动 培 
养 过 夜 ,使 核酸 沉淀 完全 溶解 。 

(6) 加 约 Iml6mol/L NaCl 到 完全 溶解 的 核酸 中 ,摇动 15 秒 . 
于 室温 .1500xg 离心 15 分 钟 。 

(7) 吸取 含有 DNA 的 上 清 液 到 一 个 洁净 的 小 离心 管 中 ,然后 
弃 沉淀 。 

(8) 加 2 倍 体积 的 无 水 乙醇 到 上 清 液 离 心 管 中 ,转动 管子 使 
DNA 沉淀 ,用 细菌 接种 环 收集 DNA, 空 气 干燥 2 分 钟 。 

(9) 加 Sml 70% 乙 醇 洗涤 DNA 沉淀 ,空气 干燥 2 分钟。 

(10) 转移 DNA 到 含有 试剂 (6) 试 管 中 ,4 亿 下 缓 组 摇动 试管 ， 
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使 DNA 溶解 ,加 入 RNAase 除去 RNA。 用 分 光 分 度 计 测定 DNA 
的 浓度 。 

(11) 抽 提 DNA 贮 于 一 20C ,防止 反复 冻 融 造成 DNA 失 活 。 

二 、DNA 纯度 与 浓度 的 测定 

DNA 溶 液 的 纯度 与 浓度 可 用 紫外 分 光 光 度 计 来 测定 。 纯 
DNA 液 的 Azo: Azso 的 比值 应 为 1.8。 比 值 低 于 1.7 时 ,提示 在 
DNA 抽 提 时 有 大 量 的 蛋白 质 和 酚 的 污染 ,应 进一步 纯化 。 纯 的 双 
Ht DNA (double - stranded DNA) 液 在 1cm 光 程 时 , 1Az6o = 50ug/ 
ml。 此 法 可 测定 DNA 的 纯度 ,并 计算 DNA 的 浓度 。 

(一 ) DNA 浓度 测定 

(1) 取 SulDNA 样品 ,加 995pl 无 菌 TE 缓冲 液 ,转移 到 lcm 
的 紫外 分 光 光 度 计 比 色 杯 中 待 测 。 

(2) VA TE 缓冲 液 作 空白 对 照 ,在 紫外 分 光 光 度 计 260nm W 
长 处 读数 ,一 般 反 复读 数 10 次 。 

(3) DNA 样品 的 浓度 以 ug/l 计 , 读 实际 数值 , 按 1Azeo = 
S0ug/ml 计算 抽 提 DNA 浓度 。 

(二 ) DNA 纯度 测定 

(1) 记录 Azwm 测 定数 值 ,调节 波长 至 Azs, 反 复读 数 , 记录 
Azg0 的 数值 。 

(2) 计算 Arso: Azg 的 比值 ,评估 抽 提 DNA 样品 的 纯度 。 纯 的 
DNA 比值 不 低 于 1.8。 比 值 低 于 1.7 应 重新 抽 提 。 

三 、 限 制 性 内 切 酶 消化 (Restriction Endonuclease Digestion) 

限制 性 内 切 酶 Minf 工 或 Hae 亚 能 特异 性 地 将 DNA 大 分 子 切 
开 , 使 其 成 为 长 度 , 大 小 不 同 的 片断 。 片 断 经 凝 胶 电泳 分 离 , 可 用 
于 制备 DNA 探 针 ,进行 DNA 分 子 杂交 研究 。 

(一 ) 试剂 

(1) 纯 的 DNA 样品 。 

(2) 限制 性 内 切 酶 消化 液 (EBS) :将 15mmol 亚 精 胺 (spermi- 
dine) 和 1 XxX 酶 缓冲 液 混合 ,然后 加 入 20uHinf 工 或 ,Hae 工 ,充分 混 
合 备 用 。 
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(=) 操作 步骤 

(1) 加 4pg 的 DNA[ 试 剂 (1)] 到 每 个 1.Sml 体积 的 硅化 微量 
离心 管 中 , 补 加 无 菌 双 蒸 水 ,使 其 总 体积 为 22pl。 

(2) 加 8.0ul 试剂 (2) 到 每 个 DNA 样品 管 中 , 盖 上 管 盖 , 轻 轻 
地 混 匀 , 切 勿 激烈 震动 ,否则 DNA 会 破坏 。 

(3) DNA 样品 管 置 于 370 水 浴 中 保温 4 小 时 ,使 DNA 消化 。 

(4) 制备 琼脂 糖 凝 胶 ,电泳 分 离 消化 DNA 片断 。 

四 、 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 

琼脂 糖 凝 胶 电 泳 可 以 很 容易 地 将 经 限制 性 内 切 酶 酶 切 的 
DNA 片断 (0.3 一 25kb) 分 离 。 分 离 大 分 子 片断 (800 — 12000bp) FA 
低 浓 度 琼脂 糖 (0.7% ) ,分 离 小 分 子 片断 (500 - 10000bp) 用 高 浓度 
琼脂 糖 (1.0% ),300~5000bp 的 片断 则 用 1.3% 的 琼脂 糖 。 根 据 
分 离 样品 量 ,分 离 速 度 和 分 辩 率 要 求 的 不 同 ,可 选用 不 同 规格 的 电 
泳 槽 , 设 定 不 同 的 电泳 电压 。 

(一 ) 试剂 

(1) TAE 缓冲 液 :40mmol/L Tris, pH8. 1,2mmol/L 醋酸 ,0. 
2mmol/L EDTA. 

(2) 1. Okb 的 先导 序列 (Ladder) (BRL Cat. NO. 9NC110)。 

(3) 2.0pg/ml 省 化 乙 锭 (EB)。 

(4) 琼脂 糖 ( 干 粉 )。 

(5) 10x 载 体 缓冲 液 :20% Ficoll 400,0. 1mol EDTA, pH8.0, 
1% SDS,0. 25% RM H- 

(=) 操作 步骤 

(1) 用 胶布 将 盛 胶 槽 两 端 开 口 封 住 , 胶 槽 为 20cmx 20cm。 

(2) 用 试剂 (1) 制 备 1% (W/V) 的 琼脂 糖 凝 胶 。 溶 解 琼脂 糖 
采用 微波 炉 加 热 煮沸 ,冷却 到 60 人 左右 备用 。 

(3) 将 胶 倒 人 盛 胶 槽 中 , 放 梳子 ,凝固 2 小 时 。 

(4) 去 掉 胶布 和 梳子 ,将 盛 胶 槽 放 入 电泳 槽 中 , 槽 中 加 试剂 
(1) ,淹没 过 胶 约 0.5cm。 

(5) 加 5. Oul 的 试剂 (6) 到 待 分 离 的 DNA 样品 中 , 混 匀 。 
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(6) 小 心地 将 DNA 样品 加 到 胶 孔 中 ,同时 将 试剂 (2) 加 到 相 
应 孔 中 ,便于 确定 样品 DNA 的 分 子 量 。 

(7) 60V 恒 压 电泳 过 夜 , 溴 酚 蓝 染料 移动 向 胶 的 底部 ,小 于 
1kb 的 DNA 片断 被 分 离 。 

(8) 电泳 完毕 ,取出 凝 胶 , 用 双 蒸 水 漂洗 ,切除 右上 角 的 小 块 
胶 作 为 标记 , BF 2pyg/ml 的 省 化 乙 锭 染色 液 试剂 (4) 中 染色 
20min。 

(9) 将 凝 胶 置 于 310nm 短波 透射 灯 (transilluminator) 下 观察 ， 
标 出 酶 切 DNA 片断 的 迁移 位 置 ,照相 。 

五 、 尼 龙 膜 Southern 转 印 

尼龙 膜 是 一 种 极 理想 的 DNA 杂交 转 印 膜 , 它 具 有 耐用 、 结 合 
稳定 有 利于 小 分 子 DNA 片断 (200bp 以 下 ) 的 结合 及 反复 杂交 等 
优点 。 此 外 ,尼龙 膜 转 印 在 碱 性 条 件 下 进行 ,DNA 结合 紧密 ,在 不 
损失 被 检 样 品 的 情况 下 ,可 以 反复 冲洗 去 除 多 余 探 针 而 多 次 杂交 。 
加 之 碱 性 条 件 转 印 DNA 可 以 最 大 限度 地 减少 条 带 扩散 ,使 转 印 
完全 ,条 带 清晰 。 

(一 ) 试剂 

(1) 变性 缓冲 液 :1.5mol/L NaCl,0.5mol/L NaOH. 

(2) 中 和 液 : 1mol/L Tris- HCl,pH7.4,1.5mol/L NaCl. 

(3) 0.5mol/L NaOH. 

(4) 吸 印 纸 。 

(5) 尼龙 膜 。 

(=) 操作 步骤 

(1) 取 前 法 制备 的 凝 胶 浸 泡 于 变性 缓冲 液 的 盘子 中 ,室温 扬 
动 30min, 使 DNA 变性 。 

(2) 去 变性 液 ,加 无 离子 水 漂洗 凝 胶 , 换 试剂 (2) 中 和 液 播 动 
30min, 重 复 中 和 操作 2 次 , 弃 中 和 液 。 

(3) 将 胶 倒 扣 在 3mm 滤纸 上 ,将 剪 好 的 尼龙 膜 用 0. 5mol/L 
的 NaOH[ 试 剂 (3)] 浸 湿 后 铺 在 胶 上 。 

(4) 尼龙 膜 上 放 几 张 干燥 的 3mm 滤纸 ,再 压 上 吸 印 纸 , 盖 上 
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玻璃 盘 ,加 压 50g 左右 的 重 物 在 盘 上 。 

(5) DNA 转 印 过 夜 。 

(6) 用 怨 子 取出 尼龙 膜 ,用 缓冲 盐 溶 液 (SSC) 洗 2 次 , 倒 扣 在 
3mm 的 干燥 滤纸 上 ,用 软 质 笔 轻 轻 标 出 转 印 位 置 。 

(7) 将 尼龙 膜 置 于 80 人 真空 干燥 2 小 时 。 

六 、 尼 龙 膜 杂 交 

(一 ) 试剂 

(1) 0.1 SSC(NaCl, FRR AI) 。 

(2) 杂交 缓冲 液 :0. Smol/L 的 磷酸 钠 缓 冲 液 , pH7. 2,7% 
SDS, 1mmol/LEDTA 和 1% 的 牛 血清 白 蛋 白 (BSA)。 

(3) 10mol/L NaOH. 

(4) 2X SSC,0.1%SDS. 0.1*SSC,0.1%SDS. 

(5) 1X 10°cpm/ml”P 标记 的 DNA 探 针 。 

(=) 操作 步骤 

(1) 将 转 印 尼龙 膜 置 于 试剂 (1) 中 浸 湿 10 分 钟 ,然后 转移 到 
PREP 

(2) 用 一 支 吸管 挤 压 , 使 袋 中 的 余 液 渗 出 。 

(3) 加 入 30ml RXRA DRA (2) AE — ARR h 
(0. 125ml/cm?) ,于 65°C 保温 4 一 24 小 时 。 

(4) 弃 杂 交 液 ,并 将 余 液 压 出 袋 外 。 

(5) 加 试剂 (3) 使 DNA 探 针 变性 (NaOH 的 终 浓 度 为 0.2mol/ 
L)。 

(6) 吸取 试剂 (5)( 单 位 点 探 针 ,pYNH24 ,商品 试剂 ) 到 GOT 
预 平 衡 的 杂交 缓冲 液 中 ,充分 混 匀 ,加 入 袋 中 。 

(7) 补 加 约 30ml 杂交 缓冲 液 (0. 12Sml/em2) 到 每 个 袋 中 , HE 
气 ,封口 ,于 65 亿 保温 12 一 18 小 时 。 

(8) 剪 开 袋 的 一 角 ,将 杂交 液 倒 人 放射 性 废 液 容 器 中 ,加 试剂 
(4) 液 ,稍微 漂洗 片刻 , 弃 漂 洗 液 于 放射 性 废 液 容器 中 。 

(9) WERO ,取出 尼龙 膜 , 放 入 洗涤 盘 中 ,加 试剂 (4) 于 室温 
摇动 漂洗 15 分 钟 。 
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(10) 加 入 60C 预 平衡 的 试剂 (4) 漂 洗 液 ,重复 漂洗 2 次 ,每 次 
摇动 漂洗 15 分 钟 。 

七 、 放 射 自 显影 

放射 自 显影 是 通过 X 光 胶 片 检测 放射 性 标记 物 。X 光 胶 片 
曝光 时 间 的 长 短 取决 于 所 用 放射 性 同位 素 的 种 类 和 含量 。 影 像 的 
分 辩 率 高 低 则 取决 于 射线 类 型 和 放射 核 素 能 量 大 小 ,高 能 量 的 
B - 2P 核 素 穿 透 能 力 强 ,会 使 胶片 两 侧 较 大 范围 感光 ,结果 是 信号 
较 强 ,但 影像 较 模 糊 ,分 辩 率 低 。 加 用 增 感 屏 后 可 以 提高 检测 灵敏 
度 。 另 外 ,通过 选用 -70C 下 进行 曝光 ,使 X 光 胶片 的 敏感 性 显 
著 增强 。 

(一 ) 试剂 

(1) 2xSSC 液 。 

(2) 透明 塑料 膜 。 

(3) X ŽRK o 

(4) X 光 胶 片 盒 。 

(5) X 光 胶 片 冲洗 液 。 

(6) X 光 胶片 自动 冲洗 机 。 

(二 ) 操作 步骤 

(1) 取 杂 交 尼 龙 膜 于 试剂 (1) 中 ,室温 漂洗 5 分 钟 。 

(2) 用 刍 子 挟 起 尼龙 膜 ,除去 残余 的 漂洗 液 , 展 平 ,用 塑料 膜 
小 心包 囊 , 防 止 同位 素 污染 胶 片 和 胶片 盒 。 

(3) 在 暗室 安全 灯 下 ,将 尼龙 膜 夹 在 X 胶片 和 增 感 屏 之 间 , 压 
人 义 胶 片上 暗盒 。 

(4) 放置 于 -70C5 一 10 天 ,使 其 曝光 。 

(5) 取出 胶片 盒 ,恢复 到 室温 ,于 暗室 中 取出 胶片 。 如 温度 太 
低 时 取 胶片 ,会 产生 静电 而 使 胶片 上 出 现 云 雾 状 或 非特 异性 斑点 。 

(6) 按 常规 冲洗 X 胶片 :显影 1~S 分 钟 , 停 影 1 分 钟 , 定 影 5 
分 钟 ,流水 冲洗 10 分 钟 , 自 然 干 燥 。 

八 、 放 射 性 标记 DNA 探 针 

用 放射 性 同位 素 标记 核酸 作为 探 针 ,不 仅 可 在 基础 研究 中 分 
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析 基 因 的 结构 和 功能 ,也 可 在 临床 上 作为 鉴定 病原 菌 .遗传 病 和 家 
族 史 的 诊断 工具 。 探 针 通过 放射 自 显影 ,为 杂交 分 析 提 供 了 高 度 
的 敏感 性 和 较 强 的 分 辨 力 。 采 用 新 鲜 的 脱氧 核 苷 三 磷酸 进行 标 
记 , 可 增强 高 度 特 异性 。 

(一 ) 试剂 

(1) 10mmol 的 dATP dGTP dTTP. 

(2) PP 标记 的 dCTP(111TBq/mmol). 

(3) Klenow 片断 。 

(4) Sephadex G - 50 层 析 柱 。 

(=) 操作 步骤 

(1) 吸取 25ngDNA 加 入 一 支 硅 化 的 微量 离心 管 中 , 用 双 蒸 水 
补足 水 分 ,使 总 体积 达 9pl。 

(2) 95T „10min 使 DNA 变性 , 冰 浴 冷却 2 分 钟 。 

(3) 加 入 2pl 的 试剂 (1) Spl 的 反应 液 .10 岂 试剂 (2) 和 3 由 的 
试剂 (3)。 

(4) 混 匀 。 

(5) F 37 保温 1 小 时 。 

(6) 用 试剂 (4) 纯 化 标记 探 针 。 

AL, DNA 指纹 图 谱 分 析 结果 评估 

单位 点 探 针 pYNH24 的 应 用 ,使 DNA 指纹 图 谱 分 析 更 具有 
实用 价值 。 该 探 针 用 于 人 类 新 细胞 系 的 鉴定 和 不 同 个 体 细胞 系 交 
叉 污染 的 检测 都 可 获得 令 人 满意 的 结果 。ATCC 的 检测 结果 证 
明 : 单 位 点 探 针 pYNH24 可 用 于 鉴定 和 识别 人 类 同 种 异体 的 细 
胞 系 ( 图 9- SA)。 在 120 个 个 体 的 研究 中 ,形成 探 针 杂 合子 的 有 
20 多 种 等 位 基因 , 这些 基因 的 大 小 范围 在 1.0 一 5.0kb Zl, © 
单位 点 探 针 pYNH24 检测 同一 个 体 来 源 的 不 同 克隆 细胞 系 (或 亚 
系 ) ,无 论 是 正常 细胞 系 还 是 肿瘤 细胞 系 , 都 存在 相同 的 DNA 指 
纹 图 谱 ( 图 9- SB)。@) 单 位 点 探 针 pYNH24 在 检测 人 类 同 种 异体 
细胞 系 交 又 污染 时 ,检测 频率 很 高 ,可 达到 5% ATCC 的 研究 者 
通过 ATCC CCL 119 细胞 (白人 女性 急性 淋巴 白血病 人 细胞 系 )、 

232 


ATCC CCL 120 细胞 (白人 男性 白血病 人 细胞 系 ) 混 合 杂交 试验 ， 
验证 了 检测 的 灵敏 性 。 他 们 首先 将 两 株 细胞 系 分 别 培养 ,然后 以 
不 同 浓度 的 细胞 比例 混合 , 抽 提 各 混合 细胞 的 DNA, 进 行 杂交 试 
验 .获得 使 人 信服 的 结果 (图 9 一 5C)。 
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Lanel, 100 %CCL119: 

Lane2, 99 %CCL119, 1 %CCL120: 

Lane3, 95 %CCL119, 5 %CCL120: 

Lane4, 90 %CCL119, 10 %CCL120: 

Lane5, 10%CCL119, 90 CCL120: > «=» GD aup 
Lane6, 5 %CCL119, 95 %CCL120: 

Lane, 71 %CCL119, 99 %CCL120: 

Lane8, 100 %CCL120: 


aD -- Gap = 
C on = a GD 


图 9-5 ABC 为 人 体 细 胞 的 限制 性 内 切 酶 HinfI 消化 片断 与 
pYNH24 探 针 杂交 的 DNA A EE 
A. 人 体 单一 细胞 DNA 杂交 自 显影 B. 人 体 成 双 细 胞 DNA 杂交 自 显影 
C. 人 体 两 株 细胞 (CCL119,CCLI120)DNA 杂交 自 显影 


§9.6 PCR 技术 


Mullis 等 (1985 年 ) 首 创 的 聚合 酶 链 反应 (Polymerase Chain 
Reaction , PCR) 是 一 种 体外 由 引物 介 导 的 特异 基因 或 克隆 序列 的 
酶 促 扩 增 技术 。 现 已 证 明 , 它 作为 体外 扩 增 DNA 的 新 手段 具有 
快速 简便、 灵敏 和 特异 性 强 等 优点 ,在 分 子 生 物 学 .遗传 学 ,临床 
医学 诊断 等 领域 中 有 广泛 应 用 前 景 。 近 几 年 来 ,美国 典型 培养 物 
收藏 所 (ATCC) 和 一 些 研究 机 构 已 开展 应 用 PCR 技术 ,进行 动物 
细胞 低温 保存 质量 控制 的 研究 工作 ,以 及 将 PCR 技术 应 用 于 人 体 
白细胞 分 型 动物 病毒 污染 检测 和 培养 细胞 系 交叉 污染 鉴定 的 实 
际 工作 。 

PCR 的 基本 原理 是 要 在 一 堆 混 杂 的 DNA 或 基因 中 放大 某 个 
特定 的 DNA 序列 ,最 重要 的 是 启动 特定 的 DNA 合成。 整个 反应 
分 三 个 主要 部 分 :PCR 模板 DNA 样品 制备 .PCR 扩 增 和 PCR 扩 
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增产 物 分 析 。 

一 、PCR 模板 DNA 样品 制备 

PCR 具有 高 度 的 敏感 性 ,即使 单个 细胞 样品 均 可 获得 阳性 结 
果 。 从 理论 上 讲 , 没 有 必要 为 PCR 专门 制备 纯化 的 DNA 样品 ,但 
实际 工作 中 仍 希 望 通过 首先 制备 DNA 样品 以 保证 其 扩 增 效果 ， 
因为 反应 体系 中 可 利用 的 DNA 模板 分 子 越 多 ,样品 间 交 叉 污染 
的 机 会 就 少 。 此 外 , 扩 增 须 在 一 定 的 时 间 内 完成 ,如 果 待 扩 增 样品 
中 靶 序 列 含量 太 低 , 没 有 足够 的 启动 DNA, 则 扩 增 产物 量 就 不 足 ， 
给 分 析 带 来 困难 。 最 为 重要 的 是 ,许多 样品 中 可 能 含有 抑制 
TaqDNA 聚 合 酶 活性 的 杂质 ,只 有 经 过 DNA 纯化 中 的 处 理 才能 够 
消除 这 种 不 利 的 影响 因素 。 所 以 ,除了 临床 上 某 些 快速 诊断 的 需 
要 ,直接 溶解 细胞 进行 PCR 扩 增 外 ,一 般 使 用 纯化 的 DNA 样品 作 
为 模板 进行 PCR 扩 增 。 模 板 DNA 样品 制备 的 材料 可 以 是 微生物 
菌 种 ,临床 标本 .血液 细胞 和 细胞 培养 物 等 ,由 于 研究 目的 不 同 , 取 
BSH ,但 制备 方法 大 同 小 异 。 这 一 节 的 中 心 内 容 是 讨论 细胞 培 
养 物 的 保存 和 质量 控制 问题 ,所 以 主要 介绍 细胞 培养 物 中 模板 
DNA 的 提取 。 

(一 ) 试剂 

(1) 酚 : 握 仿 : 异 戊 醉 (25:24:1, V/V), A 10mmol /L 的 
Tris(pH8.0) 溶 液 饱 和 。 

(2) 4mol/L 的 乙酸 钠 100ml, 121°C KH 20 分 钟 备用 。 

(3) & 1%SDS 的 10mmol/L 的 Tris(pH8.0) 液 1000ml。 

(4) HAS K(25mg/ml). 

(5) FAB. 

(=) 操作 步骤 

(1) 用 试剂 (3) 液 20pl 悬浮 5 x 10° 个 细胞 ,于 95C 加 热 5 分 
钟 。 

(2) 冷 却 后 加 入 10p 的 试剂 (4) 液 ,于 SSC 保温 1 小 时 或 
37C RAAR. 

(3) 加 等 体积 的 试剂 (1) 液 ,于 室温 下 抽 提 粗 制 DNA 2 一 20 
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分 钟 , 时 间 视 抽 提 效果 而 定 。 

(4) 加 1/5 体积 的 试剂 (1) 液 和 等 体积 的 试剂 (53) ,于 — 20T 作 
用 1 小 时 或 过 夜 。 

(5) 于 12000r/min 离心 20 分 钟 , 倾 去 上 清 , 将 沉淀 DNA 自然 
BF , 溶 于 50pl 水 中 ,必要 时 加 RNAase 去 除 RNA, W 10l DNA 
液 测量 紫外 吸收 值 以 确定 浓度 。 

二 、PCR 扩 增 

(一 ) 试剂 

(1) 缓冲 液 (厂商 提供 )。 

(2) dNTPs: dATP .dCTP dGTP dTTP 各 1.0mmol。 

(3) 引物 :各 Sumol, 

(4) Taq DNA 聚合 酶 (厂商 提供 )。 

(5) FER SAH, 121°C RB 20 分 钟 备 用 。 

(6) 其 他 ;0.5ml 的 反应 管 ,微量 进 样 器 ,PCR 扩 增 仪 。 

(=) 加 样 

取 0.5ml 反应 管 一 支 ,依次 加 入 各 反应 组 分 ,总 体积 为 50pl， 
其 中 缓冲 液 40pl,dNTP2pl, 引物 2 由 ,模板 DNA 样品 Spl, 充分 混 
匀 , 加 入 无 菌 石蜡 油 30 一 50nl。 

(=) DNA 变性 

置 样品 反应 管 于 PCR 扩 增 仪 上 ,于 95C 加 热 3 一 5 分 钟 ,使 
DNA 变性 。 

(四 ) 加 TaqDNA REN 

将 样品 维持 在 72C ,用 一 次 性 加 样 器 吸取 1pl TaqDNA RAM, 
插入 反应 管 下 层 水 相 , 缓 缓 加 入 酶 液 。 将 反应 管 放 回 反应 架 中 。 

(五 ) PCR 扩 增 

样品 于 727 保温 15 分 钟 ,再 按 94T 1 分 钟 一 60 人 C1 分 钟 一 
727 1 分 钟 顺序 反复 循环 30 次 ,最 后 于 72Y 延伸 7 分 钟 。 

三 、PCR 扩 增 产物 分 析 

产物 的 分 析 方 法 很 多 , 视 研究 对 象 和 实验 目的 而 选择 分 析 产 
物 方法 。 细 胞 质量 控制 的 定性 分 析 常 采用 琼脂 糖 凝 胶 电泳 法 分 析 
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PCR 扩 增 产物 。 

(1) 根据 PCR 扩 增 产物 片断 的 大 小 选择 琼脂 糖 浓度 ,一 般 涤 
度 为 0.7% 一 2.0% 。 

(2) 向 扩 增 产物 中 直接 加 入 10pl 电泳 指示 剂 (0.25% 溴 酚 
蓝 ) , 轻 轻 混 匀 。 

(3) 取 5 一 10pl 样品 加 入 1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 加 样 孔 中 。 凝 胶 
中 含 0.5pg/ml 的 EB 染料 。 

(4) F 100V 电压 下 ,电泳 1~2 小 时 。 

(5) 电泳 完毕 , 取 胶 置 于 紫外 灯 下 观察 , 扩 增 阳性 者 ,可 见 单 
一 大 小 的 区 带 。 

(6) 将 电泳 结果 照相 ,与 标准 样品 比较 ,分 析 结 果 , 作 出 鉴定 
分 析 报 告 。 
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第 10 章 动物 胚胎 的 冻 存 


§10.1 动物 精子 的 超低温 冻 存 


动物 精子 的 冻 存 研究 已 有 100 多 年 的 历史 ,但 是 冻 存 获 得 成 
功 却 是 近 50 年 的 事 。 目 前 ,动物 精子 的 冻 存 以 牛 、 羊 、 马 、 猪 居多 ， 
而 能 广泛 用 于 授精 的 则 以 牛 的 冻 存 精子 较为 普遍 。 鉴 于 动物 精子 
均 为 单 细胞 ,所 以 冻 存 精子 常 采 用 标准 的 超低温 冻 存 技术 。 精 子 
冻 存 后 活性 的 高 低 \ 授 精 能 力 的 强 弱 , 取 决 于 动物 精子 本 身 的 生物 
学 特性 和 精子 被 膜 的 化 学 和 物理 结构 上 的 差异 ,如 人 的 精子 对 低 
温 的 抵抗 力 较 强 ,而 猪 的 精子 则 不 然 ; 奶 牛 的 精子 对 低温 反应 迟 
钝 ,而 肉牛 的 精子 则 敏感 。 动 物 精子 对 低温 的 敏感 和 耐 受 程度 与 
其 被 膜 结构 直接 相关 。 故 动物 精子 的 冻 存 在 很 大 程度 上 就 是 通过 
改变 冻 存 条 件 保持 被 膜 结构 的 完整 性 ,从 而 提高 冻 后 存活 性 及 授 
精 率 。 

动物 精子 式 存 方法 可 归结 为 安 施 冻 存 法 、 细 管 冻 存 法 和 上 颗 料 
冻 存 法 。 

一 、 奶 牛 精子 的 安 额 冻 存 法 

(一 ) 稀释 液 制 备 

(1) 3% HIRERE ”柠檬 酸 钠 (分 析 纯 )6g, 双 蒸 水 
200ml,pH7.2。 

(2) FIRRA- 卵黄 稀释 液 。 3% 柠檬 酸 钠 液 70ml, HRB 
30ml, 充 分 混 匀 ,备用 。 

(3) FRR - 卵黄 - 甘油 稀释 液 3% RM 70ml, 
卵黄 液 25ml, 甘 油 5ml, 充 分 混 匀 ,备用 。 

(二 ) 新 鲜 精 液 的 采集 
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选择 优质 品质 的 公牛 , 常 法 采集 精液 备用 。 

(=) 冷冻 降温 

(1) 新 鲜 公 牛 精液 的 稀释 ”将 新 鲜 动物 精液 与 无 菌 甘油 稀释 
液 按 1:4 混合 ,30 人 水浴 保温 30 分 钟 。 

(2) 降温 及 平衡 ”将 稀释 精液 置 降温 仪 冷冻 室内 ,以 0.25 / 
min 的 降温 速率 降温 至 SY , 按 1:1 的 比例 加 入 含 甘油 的 稀释 液 ， 
0~S5C ¥@ 4~6 小 时 。 

(3) 冻 存 ”将 平衡 后 的 稀释 精液 快速 分 装 安 额 ,每 支 安 额 
0.Sml, 再 将 安 阁 返回 降温 仪 冷冻 室 , 以 1.0C /min 降 至 -15Y ， 
再 以 3.0Y /min 降 至 一 150C REH RARAWA o 

(四 ) 冻 后 授精 

OAR RAE RAF 37 一 40 人 水 浴 快 速 解 冻 (最 好 在 
1 分 钟 内 解冻 )。 

(2) 授精 

O 选择 情 期 母 牛 数 头 ,并 做 好 授精 前 的 准备 工作 。 

© 将 复苏 后 的 精液 适当 稀释 , 按 常 法 人 工 授 精 , 精 心 饲养 。 

(五 ) 精子 冻 后 质量 评估 

(1) 冻 存 精子 授 孕 观察 ”观察 人 工 授精 后 母 牛 的 妊娠 率 , 计 
算 授 孕 成 功 百分率 。 

(2) 冻 存 精子 授 孕 成 仔 观 察 ”观察 冻 存 精子 授 孕 成 仔 的 遗传 
性 状 , 调 查 牛仔 可 能 出 现 的 畸形 或 遗传 性 状 改变 的 分 布 情 况 。 

二 、 绵 羊 精 子 麦 管 冻 存 法 

(一 ) 稀释 液 的 配制 

(1) 普通 稀释 液 PRH 14.7g, 卵黄 250ml, 青 霉 素 100 
万 u, 链 霉 素 2.0g, 蒸 馏 水 750ml, 

(2) 冻 存 稀 释 液 ”柠檬 酸 钠 25.3g, 果 糖 20.0g ,卵黄 250ml, 
甘油 140ml, ZMK 610ml, FB 100 万 u HBR 2.0g, 充 分 混 
匀 , 备 用 。 

(二 ) 精液 的 收集 

选择 优良 品种 的 公 绵羊 , 常 法 采集 精液 备用 。 
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(=) 精液 冻 存 

(1) 初次 降温 新 鲜 绵 羊 精液 用 普通 稀释 液 对 倍 稀释 ,分 装 
于 冻 存 塑 粒 麦 管 (每 支 0.3ml) ,将 麦 管 置 降温 仪 的 冷冻 室内 ,以 
0.2C /min 的 降温 速率 降 至 ST. 

(2) 二 次 降温 缓 缓 加 入 等 体积 预 冷 的 冻 存 稀 释 液 的 麦 管 
中 ,使 其 精液 的 终 体积 为 0.6ml, 用 聚 乙 烯 醉 封口 。 麦 管 装 人 金属 
REF, F SC 平衡 3 一 5 小 时 ,然后 迅速 将 金属 网 篮 置 液 氨 容器 
的 气相 中 预 冻 20 一 30 分 钟 。 

(3) 贮存 ”精液 经 液 氮 气相 预 冻 后 , 置 液 相 中 长 期 贮存 。 

(四 ) 复苏 及 授精 

(1) 取出 麦 管 冻 存 精液 ,于 30T KR 

(2) 用 普通 稀释 液 适当 稀释 后 按 常 法 人 工 授精 。 

(3) 参照 方法 一 ,观察 冻 存 精 子 的 授 孕 情况 。 

三 、 种 猪 精液 的 颗粒 冻 存 法 

(一 ) 稀释 液 的 配制 

(1) HRM WES 12.0g, 98H 20.0ml, Hh 5.0ml, 蒸 馏 水 
75.0ml, #8 10 万 u, ABR 0.1g。 

(2) 解冻 稀释 液 ” 栓 样 酸 钠 2.9g, 蒸 馅 水 100ml。 

(=) 精液 采集 

选择 优良 种 猪 ,用 常 法 采集 精液 ,于 30 亿 左右 保温 。 

(三 ) 初次 降温 

将 新 鲜 精液 于 30C 保温 ,用 稀释 液 稀释 (1:3) , 置 冰箱 内 降温 
至 0~SY ,并 保温 4~5 小 时 。 

(四 ) 二 次 降温 

(1) 精液 冻 存 颗 粒 制 备 ” 取 预 冻 精液 0.1ml, 缓 缓 滴 入 超 冷 
(-80~ 100 ) 的 塑料 板 上 ,使 其 快速 形成 冻结 颗粒 。 

(2) 冻 存 ”超低温 下 收集 精液 冻结 颗粒 于 预 冷 的 微 管内 , 封 
盖 , 迅 速 投 入 液 氨 冻 存 . 

(五 ) 解冻 

取出 冻 存 微 管 ,加 入 0.5ml 解冻 稀释 液 ,于 37 KIS PER. 

240 


(A) 冻 存 精液 授精 及 观察 

(1) 选择 情 期 母 猪 数 头 , 按 常 法 人 工 授精 ,隔离 精心 饲养 。 

(2) 观察 母 猪 妊娠 情况 ,检查 猪 仔 遗 传 性 状 稳 定性 ,计算 冻 存 
精液 人 工 授精 率 。 


§10.2 和 鼠 胚 的 超低温 冻 存 


鼠 是 实验 医学 研究 中 最 常用 的 实验 动物 。 其 一 , 鼠 可 以 作为 
敏感 动物 ,用 来 研究 药物 的 毒性 ,几乎 所 有 临床 使 用 的 药物 均 以 鼠 
体内 实验 评估 其 毒性 。 其 二 , 鼠 经 过 特殊 处 理 ,使 其 成 为 动物 模 
型 ,常用 来 研究 肿瘤 的 诱 生 及 癌变 机 制 , 测 定 药物 的 致癌 或 抑 癌 作 
用 。 此 外 ,在 国家 法 定 生物 制品 检验 .药物 毒性 标定 .病原 微生物 
毒 力 评价 等 方面 , 鼠 的 作用 更 是 不 可 替代 。 然 而 , A SE AY K, 
因 近 亲 繁 殖 、 自 然 发 展 ,生存 率 在 不 断 下 降 。 加 之 环境 条 件 不 断 改 
变 ,不 利 因素 的 影响 ,使 鼠 的 基因 型 . 表 型 常 发 生变 异 ,给 评估 标准 
的 制定 带 来 麻烦 。 所 幸 的 是 , 近 二 十 年 发 展 的 动物 体外 授精 、 古 胎 
冻 存 及 冻 后 移植 ,能 较 好 地 避免 鼠 的 近 交 ,使 基因 型 , 表 型 变异 的 
发 生 控制 在 极 低 的 水 平 上 。 可 见 , 鼠 的 胚胎 冻 存 不 仅 具有 理论 意 
义 ,又 有 实用 价值 。 

一 、 小 鼠 两 细胞 胰 的 冻 存 

(一 ) 小 筷 胚 的 预 处 理 程序 

(1) 胚 的 制备 

OD ERESHE EREM: 

A) 选择 健康 的 雁 鼠 数 只 ,分 别 注射 5u 鼠 血 清 促 性 腺 激素 , 刺 
激 峻 鼠 情欲 使 其 排卵 。 

B) 48 小 时 后 ,再 给 雄 鼠 分 别 注射 Su 的 人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 
(hCG) ,促进 超速 排卵 。 

O 将 雁 鼠 与 优良 雄 鼠 交配 ,使 其 受精 。 

© she Sores Le 

A) 用 常规 手术 从 雁 鼠 输卵管 中 取出 2 SO 
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B) HETE hCG 的 营养 液 中 漂洗 43 一 45 小 时 后 ,取出 浸泡 
到 含 Hepes 缓冲 液 的 M, 培养 液 中 (pH 7.2 一 7.4) ,放置 于 室温 
备用 。 

(2) 平衡 液 的 配制 

O 配制 含 4mg/ml 牛 血清 白 蛋白 (BSA) 的 M, 营养 液 500ml。 

© 用 My 营养 液 制备 不 同 浓度 梯度 的 DMSO 溶液 ,最 终 浓度 
#10. 5mol/L.1.Omol/L.1.5mol/L, 

(3) 胚 的 平衡 ”将 胚 置 于 冻 存 容 器 中 ,用 平衡 液 (2) 逐 级 递增 
浓度 浸泡 ,使 其 平衡 ,其 间 放置 10 分 钟 。 将 充分 平衡 后 的 胚 移 至 
冻 存 管内 (10~15 个 / 管 )。 

(=) 胚 的 慢 速 降温 冻 存 

(1) 选择 程控 降温 仪 (作者 实验 室 采 用 Planer PTC 200 降温 
仪 ,England) ,设置 降温 程序 。 

(2) 程序 降温 : 

DO 将 经 平衡 的 待 冻 存 胚 置 于 冷冻 室内 ,以 -2.0Y Amin 的 速 
率 降温 至 -7.0YC ,自动 控制 诱导 冰 核 形成 (时 间 3 一 5 分 钟 ) ,继续 
保温 25 分 钟 。 

@ REF —7.0C 保温 后 ,以 -0.3Y /min 的 速率 降温 至 
一 80C ,迅速 投入 液 所 贮存 。 

(3) 冻 后 复 温 ”从 液 氮 取出 冻 存 胚 ,以 8.0C /min 的 速率 升 
至 4C 以 上 ,保证 冻 存 胚 已 完全 融化 。 

(4) 保护 剂 的 稀释 

O 用 My 营养 液 制备 不 同 浓度 梯度 的 DMSO 溶液 ,其 终 浓 度 
为 1.5mol/L、1.0mol/L.0.75mol/L.0. Smol/L\0.25mol/L。 

© 从 高 浓度 到 低 浓度 , 逐 级 滴 加 DMSO 溶液 ,稀释 冻 存 胚 ， 
最 后 一 次 稀释 后 于 室温 放置 10 分 钟 。 

(5) 胚 的 活性 检测 

O 将 稀释 去 保护 剂 的 胚 于 适宜 温度 下 培养 2 一 4 小 时 ,常规 
检测 胚 的 活性 。 

© 选择 存活 性 好 ,形态 正常 的 胚 作 体内 移植 成 胎 观察 。 

242 


(=) 胚 的 快速 降温 冻 存 

(1) 冻 存 保护 剂 的 制备 ”将 0.2SmolLL ER  32mg/m 牛 血 
清白 蛋白 1.Smol[L DMSO 用 M: 营养 液 溶解 (DMSO 应 最 后 加 
人 ,避免 牛 血 清白 蛋白 沉淀 ),pH 7.2。 

(2) 胚 的 装 袋 与 平衡 

O 选择 优良 胚 20 个 左右 ,加 入 30 一 40ml 的 保护 剂 ,于 20~ 
227 平 衡 2 一 3 分 钟 ,然后 用 毛细 管 将 胚 吸 和 塑料 冻 存 袋 中 ,快速 
热 封口 。 

© 将 胚 袋 置 于 洁净 台面 上 展 平 3 分钟 ,使 胚 尽 可 能 均匀 地 分 
MAR A Ri. 

(3) 胚 的 冻 存 . 快速 冷冻 降温 的 最 大 优点 是 不 用 程控 降温 
仪 ,将 平衡 的 胚 袋 直接 投入 液 所 贮存 。 

(4) 冻 后 复 温 ”从 液 所 中 取出 胚 袋 ,浸泡 于 35 ~ 37 水 浴 中 
( 约 3 一 6 秒 ) ,使 其 快速 解冻 。 

(5) 胚 的 洗涤 ”前 开 融 化 的 胚 袋 , 用 毛细 管 吸取 胚 液 到 2ml 
0. Smol/L 的 芒 糖 液 中 ,室温 放置 10 分 钟 。 如 此 操作 重复 3 次 以 
上 ,以 达到 充分 洗涤 去 除 保护 剂 的 目的 。 

(6) 冻 后 胚 的 直接 观察 评估 活性 ”将 洗涤 胚 置 显微镜 下 观 
察 , 具 有 1~2 个 完整 分 裂 球 (blastomeres) 的 胚 为 存活 胚 ,计数 胚 
的 活性 数 ,计算 存活 百分率 。 

(7) 冻 后 胚 体外 发 育 评估 活性 

O 先 将 活性 胚 浸泡 于 含 10% 胎 牛 血清 的 Whitting - ham’ s 
Te 营养 液 中 。 

@ 用 毛细 管 吸取 100pl 胚 液 , 缓 缓 滴 加 到 30mm ERF 
中 , 制 成 蝶 浮 微 滴 , 并 用 液体 石蜡 油 轻 轻 封 盖 微 滴 。 

© HFIEF 37C 、5% CO, 培养 箱 内 培养 。 培 养 4 天 后 ， 
冻 存 胚 开始 分 裂 ,发 育成 胚 泡 。 观 察 胚 的 发 育 情况 ,计算 相对 存 
活 率 。 

(8) 冻 后 胚 体内 移植 评估 活性 

OD 冻 存 胚 经 洗涤 后 ,培养 2 一 5 小 时 。 采 用 外 科 手 术 移 植 5 一 
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6 个 胚 到 3~4 ARORA REA AUR ARAB 
植 对 照 。 

@ 用 常规 方法 饲养 肉 鼠 ,观察 雁 鼠 的 腹部 变化 ,监控 胎 仔 发 
育 情况 。 

@ MERAY 15 天 开始 产 仔 ,记录 产 仔 率 。 

@ 逐个 检查 鼠 仔 ,记录 正常 鼠 仔 与 异常 鼠 仔 的 比例 。 

=. ABRAM AE 

(一 ) 冻 存 保护 剂 系统 

(1) 1.5mol/L DMSO. 

(2) 1.5mol/L 1,2- propanediol (PD). 

(3) 1.5mol/L 甘油 。 

(=) 胚 泡 的 平衡 处 理 

(1) 如 前 法 制备 大 鼠 胚 泡 。 

(2) 将 胚 泡 置 于 洁净 的 平角 中 ,用 不 同 浓度 的 DMSO 或 甘油 
平衡 。DMSO 的 浓度 从 0. 25mol/L, 0. 5mol/L, 1. Omol/L 到 
1.Smol/L 逐 级 递增 ;而 甘油 的 浓度 则 分 两 步 递 增 , 即 从 0. 75mol /L 
到 1.5mol[L。 两 种 保护 剂 在 浓度 递增 时 ,放置 10 分 钟 ,使 胚 达到 
充分 的 平衡 。PD 无 需 逐 级 平衡 ,可 直接 加 入 1. Smol /L 的 浓度 ， 
使 其 平衡 15 分 钟 后 ,加 0. Imol/L 的 蔗糖 即 可 。 

(3) 将 平衡 后 的 胚 泡 直接 移 到 含 0.2Sml 1.Smol/L 浓度 保护 
剂 的 塑料 冻 存 管 中 。 

(=) 胚 泡 的 冻 存 

(1) 方法 一 “将 悬浮 胚 泡 以 - 2.0C min 的 速率 降温 至 
一 7.07 ,手动 操作 诱导 冰 核 形成 ,保温 20 分 钟 ,随后 以 -0.3C/ 
min 的 降温 速率 继续 降 至 - 30C ,将 冷冻 胚 泡 快速 投入 液 氮 中 
贮存 。 

(2) 方法 二 将 悬浮 胚 泡 以 - 2.0C min 的 速率 降温 至 
一 7.0C ,自动 诱导 冰 核 形成 ,保温 20 分 钟 ,随后 再 以 一 0.3C /min 
的 速率 降温 至 -80Y ,将 冷冻 胚 投 入 液 气 贮存 。 

(四 ) 胚 泡 冻 后 复 温 
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(1) 将 胚 泡 于 370 KBR. 

(2) 洗涤 去 保护 剂 

O DMSO 的 去 除 : 分 别 采 用 1. Smol/L. 1. 25mol/L. 1. Omol/ 
L.0. 75mol/L ,0. 50mol/L .0. 25mol/L 的 DMSO 连续 稀释 冻 存 胚 ， 
每 递减 一 种 浓度 ,放置 10 分 钟 。 

O 甘油 的 去 除 :采用 0.75mol/LL KHM + 0. 25mol/L 的 蔗糖 
稀释 ,放置 10 分 钟 。 

@ PD 的 去 除 :分 别 采用 1. Omol/L K PD +0. 25mol/L K 
$80. Smol/L 的 PD+ 0. 2mol/L 的 蔗糖 .0.2molLL 的 蔗糖 + 20% 
的 血清 递减 稀释 ,其 间 放 置 5 分 钟 。 

G) 胚 泡 保养 ”将 最 后 一 次 稀释 去 保护 剂 的 胚 泡 用 Ham's 
FLO 培养 液 +10% 胎 牛 血清 的 保养 液 浸泡 ,并 适时 培养 ,观察 。 

(E) 胚 泡 的 观察 

将 胚 泡 置 于 立体 显微镜 下 观察 , 按 胚 泡 发 育 形态 分 类 ,用 统计 
学 分 析 (X? 试验 ) 处 理 结果 。 通 常 胚 泡 冻 存 后 的 活性 可 保持 在 
30% 以 上 。 

(六 ) 判断 胚 泡 存活 性 的 基本 原则 

冻 存 后 的 胚 泡 一 般 出 现 如 下 三 种 情况 : 

(1) 胚 泡 重复 展 平 ,无 损伤 痕迹 ,上 且 保持 完整 的 透明 带 。 

(2) 胚 泡 不 能 完全 展 平 ,有 少数 细胞 存在 断裂 痕迹 ,但 多 数 细 
胞 仍 保持 完整 的 透明 带 。 

(3) 胚 泡 受 损 严 重 , 多 数 细胞 死亡 。 

一 般 认为 , 冻 存 后 的 胚 泡 出 现 (1)、(2) 两 种 生活 状态 均 为 正 
常 , 视 为 存活 ;而 第 (3) 种 情况 则 视 为 死 胚 。 


$10.3 羊 胚 的 超低温 冻 存 


自从 1976 年 首次 用 超低温 冻 存 羊 胚 并 移植 发 育成 羊 仔 以 来 ， 

羊 胚 的 冻 存 研究 发 展 很 快 ,已 有 许多 胚 冻 存 并 移植 成 功 的 文献 相 

继 报道 。 其 间 发 现 多 种 低温 保护 剂 对 羊 胚 冻 存 均 产 生 不 利 影响 ， 
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这 除了 保护 剂 本 身 的 毒性 外 ,渗透 压 的 影响 也 比较 突出 。 因 此 , 许 
多 学 者 对 羊 胚 冻 存 前 的 保护 剂 分 级 平衡 , 冻 后 洗涤 去 保护 剂 及 维 
持 冻 存 液 渗 透 压 等 关键 因素 不 断 进 行 改进 ,获得 理想 的 效果 。 在 
这 一 节 中 ,对 这 些 实用 程序 重点 讨论 的 同时 ,介绍 冻 存 羊 胚 的 技术 
程序 。 

一 、 羊 胚 的 来 源 

(1) 挑选 数 只 优良 的 健康 母 羊 ,向 阴道 置 人 含 60mg 孕 激 素 的 
阴道 栓 ,使 其 情 期 同步 。 

(2) 在 孕 激 素 栓塞 11 天 后 ,分 别 给 每 只 母 羊 肌肉 注射 总 剂量 
为 20mg 的 猪 促 滤 泡 激素 (FSH- P) ,使 其 超 数 排卵 。 注 射 激素 可 
分 次 进行 ,日 注射 2 次 ,三 日 内 完成 。 

(3) 最 后 一 次 注射 FSH- 了 后 约 12 小 时 ,分 别 给 每 只 母 羊 肌 
肉 注射 0.25mg 的 促 性 腺 激素 (GnRH)。 随 后 将 母 羊 与 成 熟 公 羊 
合 栏 至 少 24 小 时 ,使 其 交配 。 

(4) 交配 6 天 后 ,采用 常规 的 外 科 手 术 从 卵巢 中 取出 胚 ,并 用 
PBS 漂洗 液 (PBS 含 2% 的 小 牛 血清 、100pg/ml HY FE BE ) 漂 洗 
胚 细胞 , 移 去 成 团 的 细胞 , 留 下 单个 的 桑 棋 胚 和 胚 泡 备用 。 

二 、 羊 胚 渗透 行为 测定 

(一 ) 渗透 压 溶液 的 配制 

羊 桑 棋 有 凸 和 早期 胚 泡 对 渗透 压 敏感 , 故 冻 存 前 有 必要 测定 其 
最 适 的 渗透 行为 。 渗 透 行为 采用 CsCl 或 芒 糖 溶液 分 别 测定 ,二 
者 的 浓度 及 渗透 压 差 见 表 10-1, 

(=) 测定 操作 步骤 

(1) 胚 的 等 渗 行 为 观察 ”将 羊 胚 置 于 等 渗 的 CZB 或 PBS 液 
中 漫 泡 处 理 ,并 用 显微镜 观察 胚 的 变化 。 条 件 许可 的 实验 室 ,可 进 
行 显 微 摄 像 ,记录 胚 的 动态 变化 。 

(2) 胚 的 高 渗透 行为 观察 ”将 羊 胚 分 别 浸泡 于 逐 级 递增 浓度 
的 CsCl, RERNA HORR IR I), F 20~230 FAE, m — 
种 浓度 放置 15 分 钟 ,并 依次 进行 显 微 观察 ,摄像 。 

(3) 胚 细胞 体积 变化 测定 ”测定 单个 胚 的 交叉 剖面 积 ,用 
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MOCHA 微机 成 像 分 析 软 件 分 析 胚 处 于 每 种 高 渗 溶 液 中 的 细胞 体 
积 变化 , 按 下 列 公式 计算 : 
V=0.75225(A)15 
RE, V 为 细胞 体积 ;A 为 胚 的 交叉 剖面 积 。 
表 10-1 羊 胚 渗透 压 行为 研究 的 标准 溶液 


eM AAWE (mol /L) 88 38 AE (Osm) 1/Osm 
溶液 I (CsCl) 0 0.286 3.50 
(用 CZB 培养 液 配 制 , 补 加 0.120 0.497 2.01 
0.02mol/LAS Hepes 和 适量 的 酚 0.245 0.716 1.40 
红 ) 0.438 1.048 0.95 
0.711 1.507 0.66 
溶液 了 CE BH) 0 0.299 3.34 
(用 PBS 溶 液 配 制 , 补 加 10% 胎 牛 0.125 0.416 2.40 
血清 ) 0.250 0.625 1.60 
0.500 0.833 1.20 
1.00 1.666 0.60 
=. ŽE 
(一 ) 冻 前 保护 剂 平衡 


(1) 将 羊 桑 棋 胚 和 胚 泡 用 PBS 液 ( 含 10% 胎 牛 血清 ) 漂 洗 2 
次 ,分 别 用 0. 25mol/L, 0. 50mol/L, 0. 75mol/L, 1. 25mol/L, 
1. Smol/L#) DMSO 液 处 理 , 使 其 充分 平衡 ,其 间 停 5 一 10 分 钟 。 

(2) 移 取 2 一 3 个 用 DMSO 保护 剂 平 衡 后 的 胚 加 到 0.25ml 容 
量 的 塑料 冻 存 袋 中 , 缓 缓 滴 加 1. Smol/L 的 DMSO 液 于 袋 中 ,使 其 
充分 浸泡 胚 ,加热 封口 ,于 室温 放置 10 分 钟 。 

(二 ) 程控 降温 冻 存 

将 胚 袋 置 程控 降温 仪 冷冻 室内 ,快速 降温 至 -7.0C ,保温 10 
分 钟 ,诱导 冰 核 形成 ,然后 以 -0.6C /min 的 速率 降温 至 - 35, 
将 胚 袋 快速 投入 液 氨 贮存 。 

(=) KARKR M 
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从 液 氨 中 取出 胚 袋 ,空气 停留 5- 10, BF 37 KARE 
解冻 。 直 接 稀释 法 稀释 PBS 漂洗 , 常 法 测定 胚 的 活性 。 

四 、 羊 胚 活性 测定 

(一 ) 体外 测定 法 

(1) 培 养 微 滴 的 制备 

© 用 微量 加 样 器 加 10pl Ham’ s F10 培养 液 ( 含 10% 胎 牛 血 
清 、100pg/ml 双 抗 ) 到 无 菌 的 30mm 平 由 中 , 尽 可 能 地 使 液体 不 扩 
散 。 

© 移 取经 漂洗 的 冻 存 胚 2 一 3 个 , 轻 轻 滴 到 Ham’s F10 液 微 
滴 上 ,并 用 适量 的 无 菌 硅 酮 油封 片 , 制 成 相对 稳定 的 培养 微 滴 。 

(2) 培 养 将 培养 微 滴 置 于 37C .5% CO,、5% 0.90% N> 
的 CO, 培养 箱 中 培养 96 小 时 。 

(3) 胚 的 活性 评估 ”观察 胚 的 发 育 状 态 、 分 化 程度 ,以 其 典型 
的 胚 发 育 形 态 学 指标 评估 冻 存 胚 的 活性 。 

(=) 体内 测定 法 (成 胚 移植 法 ) 

(1) 母 羊 动情 期 的 诱导 

@ 选择 2 一 3 只 身体 健康 .性 成 熟 的 优质 母 羊 , 分 栏 精心 饲 
养 ,使 其 充分 适应 周围 环境 。 

© 向 分 栏 母 羊 的 阴道 塞 人 孕 激 素 栓 ,15 天 后 取出 栓塞 ,肌肉 
注射 500IU 的 峻 马 绒毛 膜 促 性 腺 激素 (eCG) ,次 日 补 加 注射 
0.25mg 的 促 性 腺 激素 (GnRH) ,诱导 母 羊 的 动情 期 。 

(2) 冻 存 胚 的 移植 

中 取出 液 氮 冻 存 的 胚 ,解冻 ,漂洗 ,并 用 适宜 的 Ham’ s F10 W 
保养 。 

@ 在 母 羊 经 人 工 诱导 进入 动情 期 的 6 天 后 ,采用 割 腹 显 微 移 
植 法 向 每 只 母 羊 移植 冻 存 胚 2~4 个 。 其 后 精心 饲养 ,观察 母 羊 妊 
娠 变化 。 

(3) 母 羊 妊娠 期 的 诊断 

O 隔 周 观察 并 记录 冻 存 胚 移植 母 羊 的 妊娠 状况 ,包括 食欲 、 
腹部 隆起 程度 等 变化 。 
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@ 母 羊 妊娠 期 45 天 左右 ,用 超声 图 像 诊 断 仪 测试 胎 仔 发 育 
情况 。 

(4) 冻 存 胚 体内 移植 质量 评估 

O 待 妊娠 母 羊 正常 产 羊 仔 ,观察 羊 仔 的 体态 ,记录 正常 或 畸 
形 羊 仔 的 数量 ,记录 每 只 母 羊 的 产 仔 数 。 

@ 计算 冻 存 胚 的 移植 存活 率 (% ) ,评估 胚 移植 技术 的 可 靠 
性 。 

@ 计算 冻 存 胚 移植 的 优质 率 ( % ) ,评估 胚 冻 存 技术 的 优 劣 。 


$10.4 水 生动 物 胚 的 超低温 冻 存 


水 生动 物 胚 冻 存 对 于 建立 种 质 基 因 库 ,人 工控 制 优良 种 质 繁 
延 的 实施 具 重 要 意义 。 多 年 来 ,水 生生 物 学 家 一 直 对 鱼 类 KEN 
壳 类 胚 的 冻 存 进行 探索 ,试图 建立 标准 的 冻 存 程序 ,对 水 生动 物 胚 
有 效 冻 存 , 最 终 建 立 水 生 动物 胚胎 库 , 但 收效 其 微 。 最 近 几 年 , 鱼 
胚 冻 存 技 术 有 所 突破 ,在 少数 水 生 贝 壳 的 胚 冻 存 方面 获得 成 功 ,其 
中 英国 学 者 Zheng. 等 的 研究 工作 较为 突出 ,他 们 对 班 马 鱼 (Ze- 
brafish) 胚 冻 存 保护 剂 降温 速率 、 复 温 条 件 ,其 至 琉璃 化 冻 存 程序 
进行 了 深入 仔细 的 研究 ,取得 理想 的 结果 。1994 年 台湾 学 者 报 
iA, CR DK FF tE HF (oyster ) , # (hard clam) 和 小 鲍鱼 (small 
abalone) 的 胚胎 , 且 复苏 活性 百分率 达 60% 以 上 。 然 而 , 鱼 类 的 胚 
胎 在 冻 存 复苏 方面 均 还 存在 许多 急 待 解决 的 问题 ,尤其 是 淡水 鱼 
胚 冻 存 成 功 的 例子 不 多 见 。 为 了 促进 水 生动 物 胚 的 冻 存 研究 ,本 
节 将 介绍 目前 冻 存 海洋 水 生动 物 胚 较为 成 功 的 程序 。 

一 、 冻 存 液 的 配制 

以 无 菌 海水 为 溶剂 ,分 别 配制 1. Omol/L .2.0molML DMSO 冻 
存 保护 剂 (DMSO 毒性 较 丙 烯 乙 二 醇 乙 烯 乙 二 醇 . 乙 二 醇 小, 故 
广泛 使 用 ) , 贮 于 4 仿 备 用 。 

=. BROKE 

采用 人 工 授精 或 自然 交配 的 方式 ,根据 待 冻 存 的 水 生动 物种 
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RE RCA, NEA 4 小 时 为 宜 , 其 它 水 生动 物 则 可 延长 成 胚 
时 间 。 

=. BFS 

(1) 取 1.Omol/L.2.0mol/L 的 DMSO, 按 不 同体 积 与 无 菌 海 
水 混合 , 配 成 0. 25mol/L, 0. Smol/L, 0. 75mol/L、1. Omol/L. 
1. 50mol/L,2. Omol/L 的 DMSO 平衡 应 用 液 。 

(2) 分 别 用 不 同 浓度 的 平衡 应 用 液 逐 级 浸泡 胚 (平衡 液 可 缓 
组 滴 加 到 盛 胚 的 容器 内 ,使 其 完全 浸泡 )。 其 间 放 置 10 分 钟 。 

D, EHRE 

吸取 0.25ml 胚 悬 液 到 塑料 冻 存 管 中 , 置 于 程控 降温 仪 冷冻 室 
内 慢 速 降温 。 通 常 采 用 一 1.0C /min 的 速率 降温 到 一 12C ,保温 5 
~10 分钟 (诱导 冰 核 形成 ), 然 后 以 -2.0C Amin 的 速率 降温 至 
-35T ,保温 20 分 钟 ,迅速 投入 液 所 贮存 。 

五 、 胚 的 冻 后 复 温 

将 冻 存 胚 置 于 28 人 C 水 浴 快速 解冻 ,用 海水 洗涤 去 除 DMSO, 
HART POP aA. : 

六 、 胚 的 话 性 检测 

将 洗涤 后 的 胚 置 于 海水 中 艇 化 ,观察 胚 在 海水 中 的 运动 能 力 ， 
计数 死活 胚 的 比例 ,计算 活性 百分率 。 
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第 4 篇 植物 材料 的 低温 生物 学 


第 11 章 种 质 资源 低温 保存 


$11.1 种 质 资 源 低 温 保存 的 原理 


作物 种 子 到 生理 成 熟 期 ,其 活力 也 达到 最 高 水 平 。 以 后 , 随 着 
时 间 的 推移 ,种 子 内 部 不 断 发 生变 化 ,活力 随 之 下 降 直 至 失去 活力 
而 死亡 。 这 一 变化 过 程 的 综合 效应 叫做 “ 劣 变 ” ( deterioration) o 
种 子 劣 变 是 一 种 不 可 避免 的 生物 学 规律 ,其 过 程 几 乎 是 不 可 逆 的 。 
过 程 发 生 的 快慢 既 为 其 遗传 基因 所 决定 ,也 受 环境 条 件 ,特别 是 温 
度 和 湿度 的 影响 。 目 前 ,人 们 还 无 力 改变 数 以 成 百 上 千 万 不 同 物 
种 的 遗传 基因 ,但 可 通过 控制 种 子 贮存 环境 的 温度 和 降低 种 子 含 
水 量 大 幅度 延缓 种 子 劣 变 的 过 程 。 低 温 干 燥 的 种 子 寿命 往往 比 常 
温 未 干燥 的 种 子 寿命 高 出 10 倍 、 数 十 倍 其 至 百倍 。 这 就 是 种 质保 
存 的 基本 原理 。 

一 、 影 响 种 子 贮存 的 内 在 因素 

种 子 贮 藏 的 寿命 受 10 种 特性 和 条 件 的 影响 。 它 们 是 遗传 的 
特性 ;收获 前 的 温度 、 光 周期 .矿质 营养 .降雨 量 和 土壤 水 分 ;种 子 
的 构造 和 成 分 ;种 子 的 硬 实 ;种 子 的 成 熟 度 ;种 子 的 大 小 、 形 状 ;种 
子 的 休眠 ;种 子 含水 量 ;机 械 损伤 和 活力 。 
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在 相同 的 贮存 条 件 下 ,不 同 物种 甚至 同一 种 内 的 不 同 品种 之 间 
其 活力 和 寿命 有 很 大 的 差异 。Haferkamp 报道 ,在 同一 条 件 下 贮存 
ROE 5 种 作物 的 种 子 31 一 32 年 ,经 发 芽 率 测定 ,以 壮 苗 计算 ,大 麦 
为 96% ,小 麦 和 燕麦 为 85%`, 玉 米 为 70% , 黑 麦 只 有 1% ,差异 很 大 ， 
又 如 贮存 32 年 的 三 个 大 麦 品种 , 壮 苗 率 分 别 为 96% .80% .72% ,可 
见 品种 间 差 异 也 很 明显 。 受 遗传 特性 决定 ,种 子 的 寿命 可 分 长 命 、 
中 命 短命 三 种 :短命 种 子 寿命 小 于 3 年 ,中 命 种 子 为 3 一 15 年 ,长 命 
种 子 为 15 一 100 年 甚至 更 长 。 在 长 命 种 子 中 ,以 豆 科 作物 居多 。 
长 .中 ,短命 种 子 的 寿命 是 在 常温 条 件 下 划分 的 ,如 贮存 条 件 变化 ， 
寿命 长 短 可 大 不 相同 。 例 如 ,花生 为 短命 种 ,但 贮存 在 低温 密闭 条 
件 下 ,其 寿命 不 是 小 于 3 年 而 是 在 8 ELA LS KEA PAR, RE 
封 在 玻璃 管 中 存 放 123 年 , 仍 有 12% 的 发 芽 率 。 

气候 是 影响 种 子 生活 力 和 耐 贮 性 的 最 明显 的 收获 前 因子 , 特 
别 是 季节 的 变化 。 在 田间 种 子 成 熟 晚 期 和 后 熟 期 间 ,过 多 的 水 分 
和 冰冻 的 温度 对 种 子 的 寿命 和 耐 贮 性 影响 很 大 。 有 人 对 1929 年 
和 1930 年 生产 的 4 个 亚麻 品种 的 种 子 进行 贮存 试验 。1930 年 的 
种 子 在 收获 前 受过 冷害 ,贮存 6 年 后 测定 发 芽 率 ,1930 年 生产 的 
为 1%、4%、9% 和 1%,1929 年 生产 的 同一 品种 的 相应 发 芽 率 为 
94%、86%、94% 和 86%。 这 个 例子 充分 说 明 气候 对 收获 前 种 子 
活力 影响 之 大 。 

种 子 的 成 熟 度 是 影响 种 子 贮存 寿命 的 重要 因素 之 一 。 研 究 表 
明 ,健康 .成 熟 ,饱满 的 种 子 比 未 成 熟 的 种 子 耐 贮藏 , 禾 本 科 牧 草 种 
子 不 同 成 熟 期 的 贮存 试验 说 明 这 一 点 。 其 他 大 田 作 物种 子 ,如花 
EEK .菜豆 .棉花 等 的 试验 也 取得 类 似 结果 和 结论 。 各 种 蔬菜 
种 子 也 类 似 。 

种 子 含水 量 ,收获 时 种 子 的 机 械 损伤 以 及 种 子 的 活力 等 都 是 
影响 种 子 贮 存 寿命 的 重要 因素 。 收 获 时 相对 干燥 的 种 子 , 或 者 在 
收获 以 后 很 快 降低 高 水 分 种 子 的 含水 量 是 很 重要 的 。 收 获 时 的 种 
子 的 机 械 损 伤 ,造成 种 子 破 皮 和 程度 不 同 的 损伤 都 会 影响 种 子 的 
贮存 寿命 。 种 皮 内 释 、 外 各 的 破损 ,不 仅 水 分 易于 进入 , 菌 类 也 会 
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通过 种 皮 上 的 裂痕 侵 人 种 子 ,降低 种 子 的 贮存 品质 。 新 鲜 而 生活 
力 旺 盛 的 种 子 , 比 陈 种 子 具有 较 大 的 贮藏 潜力 。 还 有 些 学 者 发 现 ， 
种 子 的 耐 藏 性 与 种 子 的 一 些 性 状 或 形态 特征 有 关 , 如 黑 种 皮 鹰 嘴 
豆 比 浅 色 种 皮 的 耐 贮 性 好 ;其 它 颜 色 种 皮 的 菜豆 比 白 色 的 好 ; 光 皮 
Di LC BE ANE EME TR Ne ES 

二 、 贮 藏 环境 对 种 子 寿命 的 影响 

种 子 的 贮藏 条 件 , 特 别 是 贮藏 温度 和 湿度 对 种 子 的 老化 劣 变 
的 影响 很 大 。 高 温 高 湿 条 件 下 ,种 子 劣 变 快 ,生活 力 下 降 大 。 低 温 
条 件 下 ,种 子 劣 变 慢 ,生活 力 下 降 小 。1961 年 , Borton 对 洋葱 . 番 
茹 .万 苔 ,花生 、 亚 麻 及 松树 种 子 进行 了 不 同 温度 .不同 相对 湿度 的 
试验 ,经 过 不 同 的 贮存 时 间 , 种 子 发 芽 率 表现 出 很 大 的 差异 ,试验 
结果 见 表 11 -1。 

表 11 - 1 贮藏 在 不 同 温 、 湿 度 中 的 种 子 发 芽 率 (Borton,1961) 


环境 中 在 下 列 的 贮藏 天 数 中 种 子 的 发 芽 率 ( % ) 
WEL a tne 7 
藏 前 的 发 湿度 sc | 10T 20T 30T 
芽 率 ) 


(%) |s 43-15) 232 372 8/8 073m 8 |43 102237 # | 43 150 2 37 
ae | 35 [59 79 71 73 67 51178 66 70 53 56169 63 59 32 46168 33 41 2 
Gi 55 edn de de ena. 

(63%) | 76 50676768365764170 38,46 1 0024000 
洋 35 |56 67 62 57 55 38.63 47 53 35 58|61 45 32 29 54|47 16 13 15 
Æ 55 |51 70 69 58 53 62 50 33 29 16 41/15 5 9 3 17112 1 4 

(66%) | 76 |41675944 27 55/62 30 1713 51/15 1 1 13330 10 
# 35 |94 88 91 91 94 88 9 92 92 91 87/90 93 88 90 90|89 92 88 91 
匣 55 |94 93 92 91 90 90|91 93 86 89 86 85 89 96 89 94|89 86 87 83 

(93%) | 76 |89 92 89 89 88 92|87 88 75 76 92'83 83 73 45 89186 32 0 0 
亚 | 35 [97 97 89 98 98 91194 95 95 92 93101 95 95 86 93197 86 91 83 
麻 55 |96 97 88 95 96 96/97 96 93 85 94/94 90 87 90 96/98 90 79 74 

(97%) | 76 |92 96 92 88 94 94/97 78 79 71 98]96 78 60 32 94)94 1 0 0 
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环境 中 在 下 列 的 贮藏 天 数 中 种 子 的 发 芽 率 (% ) 
mM) 5C 10 200 30 
BR) | gy | 8 43 15028237 8 | 43 150232372 8 |43 15020372 8 |43 15028230 


松 35 |69725458 - 83|595635 - 76|8273 67 - 82/45 31 19 - 
树 55 |76717170 - 87/50 47 24 - 84/40 28 24 - 60/11 0 0 - 
(96%) | 76 LE ee eet a te 
花 35 |98 100 98 100 ~ 98100 96 100 — 100100 98 109100100100 98 97 - 
生 55 |98 199.94 100 - 98/100 98 96 - 96|98 98 100100 98/100 98 98 - 


(96%) | 76 {100100100100 - 94)98 95 96 - 96/98 82 42 ~ 98196 0 0 - 


Harington 在 1963 年 提出 了 种 子 水 分 和 温度 与 种 子 寿命 之 间 
相互 关系 的 经 验 估计 法 则 :Q@ 当 贮 存 温度 在 0 一 50C 之 间 ,温度 每 
降低 SC ,种 子 的 寿命 可 延长 一 倍 ;@ 当 种 子 水 分 在 4% 一 14% 之 
间 ,种 子 的 含水 量 每 降低 1% ,种 子 寿命 也 可 延长 一 倍 。 哈 氏 法 则 
有 其 局 限 性 ,特别 是 对 种 子 的 中 ,长 期 低温 贮藏 ,他 并 未 指明 水 分 、 
温度 与 种 子 寿命 之 间 的 相互 关系 该 是 怎样 。1972 年 , Roberts 在 
其 研究 结果 的 基础 上 提出 了 一 个 较为 严密 的 种 子 寿 命 方程 式 : 

log 五 = 开 ,- CyM- Cyt 

式 中 ,PP 为 种 子平 均 寿 命 ; M 为 种 子 含水 量 (%);z 为 温度 
(TTC);Ki、C1、C2 为 常数 。 水 稻 等 5 种 作物 种 子 经 多 次 贮藏 试验 
的 结果 推算 出 K,、C1 和 Cy 的 常数 值 列 如 表 11 - 2。 

表 11-2 KASS 种 作物 的 K, Ci 和 C, 常数 值 (Roberts,1972) 


作物 名 称 K, Cı C2 
水 稻 6.531 0.159 0.069 
小 麦 5.007 0. 108 0.050 
KR 6.745 0.172 0.075 
HG 5. 766 0. 139 0.056 
RS 6.432 0.158 0.065 
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有 了 常数 值 就 可 以 推算 某 一 作物 种 子 的 平均 生活 力 周期 。 例 
如 , 某 一 水 稻 种 子 含水 量 为 10% ,贮藏 温度 为 10Y ,生活 力 降低 到 
50% 的 可 贮藏 年 限 为 logPso =6.53 -0. 159 x 10- 0.069 x 10= 
4.251。 查 反对 数 表 得 Poo = 1782 KR, AW 4.88 年 ;如 含水 量 仍 为 
10% ,贮藏 温度 为 0C , Pio 约 为 17.5 年 。 由 此 可 见 , 贮 藏 温度 对 
种 子 寿命 影响 之 大 。 假 设 贮藏 温度 仍 为 0C ,而 种 子 含水 量 不 是 
10% 而 是 5% ,可 算得 Poo = 100 年 。 可 见 降低 种 子 含水 量 对 种 子 
贮存 寿命 的 巨大 影响 。 但 是 不 可 理解 为 种 子 含水 量 降 得 越 低 , 贮 
存 寿命 越 长 。 它 有 一 个 极限 含水 量 或 称 临 界 含 水 量 ,种 子 干燥 到 
临界 含水 量 时 如 继续 往 下 降 ,贮存 寿命 不 是 更 长 而 是 更 短 ,甚至 死 

o 不同 作物 的 种 子 临界 含水 量 不 同 ， 干燥 种 子 时 要 特别 留意 。 

这 里 需要 指明 ,本 段 讨论 的 是 贮存 环境 的 温 湿度 对 种 子 寿 命 
的 影响 ,是 外 因 , 而 种 子 含 水 量 是 内 因 。 实 际 上 ,环境 湿度 的 变化 
主要 影响 种 子 的 含水 量 :环境 湿度 高 ,种 子 含水 量 亦 高 ;环境 湿度 
低 , 种 子 含水 量 亦 低 。 但 是 在 现代 种 子 低温 低 湿 保存 中 ,降低 贮存 
温度 易于 办 到 , 且 在 降温 过 程 中 会 使 环境 湿度 升 高 。 既 要 低温 又 
要 低 湿 就 难以 办 到 ,除非 添置 除湿 设备 , 除 增加 设备 投资 外 ,还 增 
加 大 量 能 源 消耗 ,不 合算 ,也 不 易 办 到 。 而 贮存 前 先 在 特 设 干燥 系 
统 中 把 种 子 含水 量 降 到 长 期 贮存 的 标准 ,一 般 种 子 5% ~ 6% ,最 
高 不 超过 7% ,然后 将 种 子 密封 包装 ,不 控制 环境 湿度 也 能 达到 低 
温 \ 低 湿 的 贮存 要 求 。 此 法 操作 简便 又 节省 能 源 , 已 为 越 来 越 多 的 
种 质 库 采 用 。 我 国 国家 种 质 库 的 温 ,湿度 指标 是 : 库 温 为 -18C + 
2 人 C , 库 内 相对 湿度 控制 在 50% 土 7%。 这 个 湿度 既 可 防止 库 内 设 
备 ( 库 体 表面 .种子 架 .种子 盒 等 ) 生 锈 损坏 ,又 可 确保 万 一 个 别 种 
子 盒 密 封 不 严 而 使 种 子 含水 量 增高 而 降低 种 子 贮藏 寿命 。 

在 诸多 影响 种 子 寿命 的 因素 中 ,温度 和 湿度 是 两 个 最 基本 最 
主要 的 因素 。 人 们 难以 改变 种 子 的 遗传 特性 和 生化 组 分 ,而 控制 
种 子 的 贮存 温度 和 含水 量 却 是 容易 办 到 的 。 

三 、 低 温 保存 延长 种 子 寿命 的 机 理 

(一 ) 种 子 含水 量 与 种 子 寿命 
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种 子 水 分 可 分 为 结合 水 与 自 水 水 两 类 及 其 中 间 过 度 形式 。 水 
分 子 与 组 成 种 子 的 有 机 物质 中 的 化 学 基 团 以 氢 键 或 氧 桥 等 相连 结 
的 叫 结合 水 ,它们 一 般 不 直接 参与 生化 反应 。 在 细胞 微 孔 间 自由 
移动 的 水 分 叫 自由 水 ,它们 参与 生化 反应 。 在 常温 下 ,外 界 相对 湿 
度 高 ,种 子 吸 水 ,种 子 含 水 量 随 自由 水 增加 而 变 高 ;反之 ,种 子 含水 
量 降低 。 种 子 含水 量 与 相对 湿度 的 关系 可 用 吸湿 等 温 线 表示 .多 
数 作 物种 子 的 吸湿 等 温 线 呈 反 S 形 , 见 图 11-1, 
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| 了 i m 
i 


< a or 4 


种 子 含水 量 (%) 
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100 


相对 湿度 (%) 


负 11-1 大 豆 与 大 麻 樟 在 20C 下 种 子 含水 量 与 相对 湿度 的 关系 
[ Vertveci( 1984) , Mahawa( 1982)] 
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此 吸湿 等 温 线 可 分 为 三 个 区 :工区 , 随 相 对 湿度 增加 ,种 子 含 
水 量 迅速 上 升 ; TR LAE; MK REAR EAA. |W 
合 水 , 焉 区 为 自由 水 , 开 区 为 过 渡 区 。 种 子 含水 量 降 低 , 酶 活性 钝 
化 ,水 分 减少 到 一 定 程度 时 , 底 物 就 难以 转运 到 酶 处 ,辅酶 也 难以 
运转 到 主 酶 处 ,同时 辅助 因子 镁 、 钙 \ 钾 、 钠 等 离子 也 不 能 运转 到 相 
应 的 部 位 ,即使 有 催化 物 生成 ,也 会 因 缺 水 而 影响 扩散 ,使 后 续 生 
化 反应 无 法 进行 或 者 只 能 缓慢 进行 。 在 这 些 复杂 的 生化 反应 过 程 
中 ,以 自由 水 的 影响 为 大 ;结合 水 对 胚 和 子叶 的 蛋白 变质 .生活 力 
下 降 影响 很 小 。 种 子 含水 量 低 , 其 生理 代谢 减缓 ,养分 消耗 减少 ， 
呼吸 变 弱 ,蛋白 质变 性 速度 变 慢 ,使 种 子 生 活力 延长 。 种 子 含水 量 
少 还 可 抑制 种 子 表面 或 内 部 真菌 的 活动 ,含水 量 低 , 游 离 脂 肪 酶 钝 
化 ,种 子 霉 变 不 能 发 生 。 所 有 这 些 都 是 延缓 种 子 老化 BR RIE 
的 内 在 机 理 。 长 期 贮存 种 子 的 含水 量 定 在 5% 一 6% ,最 高 不 得 超 
过 7%, 正 相当 于 图 11 -1 中 I 与 有 区 的 交界 处 ,基本 不 含 自由 
水 ,所 以 是 安全 可 靠 的 。 但 对 大 豆 来 说 ,含水 量 不 得 低 于 8% ; 否 
则 ,过 低 的 水 分 也 会 影响 种 子 的 寿命 。 

(二 ) 贮存 温度 与 种 子 寿命 

温度 与 种 子 的 代谢 活动 强度 . 酶 活性 微生物 . 仓 贮 害 贝 等 直 
接 有 关 。 首 先 , 温 度 与 酶 活性 关系 密切 。 高 温 可 引起 酶 蛋白 的 变 
性 和 钝 化 。 温 度 低 , 酶 促 反应 速度 下 降 。 酶 在 干燥 状态 下 比 潮湿 
状态 下 对 温度 的 耐 受 力 高 ,低温 干燥 有 利于 种 子 中 酶 活性 的 保存 。 
其 次 ,呼吸 作用 是 种 子 新 陈 代谢 的 主要 特征 ,种 子 含水 量 高 ,呼吸 
作用 旺盛 ,消耗 大 量 的 种 内 物质 并 释放 热量 ,有 利于 微生物 活动 ， 
促使 种 子 劣 变 而 丧失 活力 。 干 燥 种 子 保存 在 低温 下 ,呼吸 作用 弱 、 
第 三 ,蛋白 质 及 其 大 分 子 结构 (DNA、RNA) 物 质 在 高 温 下 不 稳定 ， 
容易 变性 , 膜 也 因此 损坏 。 低 温 使 分 子 运动 速度 减 慢 , 处 于 相对 稳 
定 状态 ,种 子 的 组 成 成 分 不 易 发 生变 化 。 还 有 ,微生物 .霉菌 .害虫 
在 高 温 下 易 发 生 对 种 子 的 危害 。 低 温 下 可 避免 这 些 危 害 , 有 利于 
保持 种 子 活力 ,延长 种 子 寿命 。 
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$11.2 种 质 资源 低温 保存 的 主要 方式 


一 、 低 温 种 质 库 保存 

按 种 子 在 库 内 贮存 的 预期 寿命 长 短 分 为 长 期 库 , 中 期 库 和 短 
期 库 。 

(一 ) 长 期 库 

长 期 库 温度 为 -10Y ~ - 200 , 库 内 相对 湿度 <60% 。 种 子 
容器 为 密封 的 金属 盒 AEBS .玻璃 瓶 等 。 种 子 含水 量 5% ~ 
7% ,预期 寿命 50 一 100 年 ,甚至 更 长 。1976 年 , 原 国 际 植物 遗传 
资源 委员 会 根据 有 关 专 家 的 建议 曾 提出 长 期 库 参 数 的 参考 标准 ; 
种 子 贮藏 在 - 18°C 或 更 低 的 温度 条 件 下 ,含水 量 5% + 1% (以 湿 
重 为 基础 ) ,并 封 人 不 透气 的 容器 内 。 我 国 国家 种 质 库 就 是 按照 这 
一 推荐 参考 标准 建造 的 。 世 界 上 也 有 不 少 长 期 库 达 不 到 这 一 标 
准 ,有 -5 的 ,也 有 -10TC ,但 都 算 长 期 库 。 各 国 长 期 种 质 库 均 作 
为 其 作物 种 质 资源 的 基础 材料 保存 库 , 一 般 不 向 外 提供 和 分 发 。 
只 有 当 某 一 资源 在 外 界 因 各 种 原因 而 不 复 存 在 , 才 从 长 期 库 取出 
增 繁 。 

(二 ) 中 期 库 

中 期 库 温度 范围 为 0 一 10Y ,相对 湿度 <60% 。 装 种 容器 密 
封 ,种 子 含水 量 6% ~9% ,种 子 预期 寿命 15 年 以 上 。 中 期 库 又 称 
流动 样品 库 , 它 承担 种 子 的 分 发 ,鉴定 和 育种 任务 , 因 其 消耗 量 比 
较 大 ,贮存 数量 要 比 基 础 样品 多 。 在 中 国 ,各 省 (市 .自治 区 ) 农 科 
院 和 有 关 专 业 研究 所 已 建 不 少 中 期 库 , 负 责 中 期 保存 当地 资源 并 
向 国家 库 提供 长 期 保存 的 种 子 资源 ,也 要 开展 对 种 子 综合 评价 和 
鉴定 工作 。 

(三 ) 短期 库 

短期 库 温 度 范围 为 15 一 20 ,相对 湿度 为 50% 一 60% 。 种 子 
容器 可 密封 亦 可 不 密封 , 装 种 容器 主要 有 纸袋 ,塑料 袋 , 布 袋 ,玻璃 
瓶 金属 经 等 ,种子 含水 量 为 12% 以 下 ,种子 预 期 寿命 2 一 5 年 。 
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短期 库 又 叫 工 作 库 ,是 为 各 科研 单位 ,大专 院 校 \ 有 关 种 子 部 门 在 
开展 工作 中 短期 保存 种 子 所 用 ,种 子 经 常 进 出 。 短 期 库 的 建造 没 
有 长 期 库 和 中 期 库 严格 ,标准 较 低 ,因此 无 论 建 筑 费 用 或 运行 维护 
费用 都 低 得 多 。 

二 、 超 低温 保存 

保存 温度 在 - 80°C 以 下 就 可 称 之 为 超低温 ,一般 以 液态 氮 ( 一 
196 ) 为 冷 源 。 生 物 材料 在 此 低温 下 ,新陈代谢 活动 基本 停止 , 贮 
存 中 种 子 活力 降低 极 慢 ,遗传 变异 不 可 能 发 生 。 利 用 液态 氮 可 以 
安全 地 保存 许多 作物 的 种 子 、 花 粉 分 生 组 织 E 、 愈 伤 组 织 和 细胞 
等 。 这 种 保存 方式 不 需要 机 械 空调 设备 及 其 它 管 理 , 冷 源 是 液 氮 ， 
容器 是 液 氨 饶 ,设备 简单 ,保存 费用 只 相当 于 种 质 库 保存 的 1/4。 
人 液 氮 保 存 的 种 子 不 需要 特别 干燥 ,一 般 收获 后 ,常规 干燥 种 子 即 
可 ,也 能 省 去 种 子 的 活力 监测 和 繁殖 更 新 ,是 一 种 省 事 .省 工 .省 费 
用 的 种 子 低温 保存 新 技术 。 目 前 尚 待 进行 保存 技术 .解冻 技术 的 
进一步 完善 。 

三 、 在 冷 凉 干燥 地 区 保存 

在 冷 凉 地 区 保存 作物 种 质 资源 是 为 了 节省 运行 能 源 消耗 从 而 
节省 保存 费用 。 俄 罗斯 计划 在 北极 附近 的 永久 冻 土 带 构筑 种 质 
FE ,那里 气候 严寒 , 常 在 -30~ - 40YC ,甚至 更 低 , 不 用 降温 就 可 达 
到 低温 保存 的 目的 。 北 美和 北欧 已 经 成 功 地 利用 石灰 岩 岩 洞 作 冷 
库 , 这 些 岩 洞 能 够 廉价 地 进行 改造 ,通过 6 一 9 个 月 的 连续 冷冻 形 
成 一 个 永久 的 至 少 延伸 至 岩石 10m 的 冻结 区 ,将 欲 存 种 子 按 序 放 
和 人 ,再 作 必 要 的 隔 热 \ 降 温 处 理 , 将 洞口 密封 。 用 这 种 自然 岩洞 贮 
存 种 质 资源 ,费用 相当 低 。 

我 国 也 在 冷 凉 的 乌鲁木齐 和 西宁 建成 两 座 自然 贮存 库 , 用 作 
中 期 库 ,贮存 效果 也 很 理想 。 在 新 疆 乌鲁木齐 市 ,保存 19 年 的 小 
麦 品种 平均 发 芽 率 为 78.3% ,保存 11 年 的 水 稻 品 种 平均 发 芽 率 
87.6% ,保存 12 年 的 玉米 品种 平均 发 芽 率 也 为 87.6% 。 西 宁 自 
然 库 的 保存 效果 也 很 好 ,如 1982 年 存 人 的 小 麦 种 子 , 人 库 前 发 芽 
率 为 96.5% ,4 年 后 发 芽 率 为 88% ,年 平均 降低 2.1% ;保存 的 玉 
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KARA REA 100% ,4 年 后 为 98% ,年 平均 降低 0.5% © 

四 、 试 管 苗 保存 

依靠 无 性 繁殖 的 作物 ,如 甘薯 和 马铃薯 等 ,难以 用 种 子 保存 ， 
可 采用 试管 苗 方式 保存 ,又 称 分 生 组 织 保存 。 植 物 的 细胞 ,原生质 
体 、 花 药 \ 花 粉 . 分 生 组 织 、 胚 、 愈 伤 组 织 和 细胞 悬浮 液 等 均 可 通过 
试管 培养 和 贮存 。 种 质 资源 保存 的 目的 是 保存 作物 的 遗传 种 性 ， 
而 试管 苗 保 存 是 保存 材料 的 继 代 培养 ,不 断 繁殖 更 新 。 要 保持 作 
物种 质 的 遗传 完整 性 ,必须 选择 适当 的 外 植 体 作 起 始 培养 材料 。 
尽管 原生 质 体 , 愈 伤 组 织 和 细胞 悬浮 液 等 也 能 培养 成 再 生 植株 ,但 
往往 容易 产生 体 细胞 的 变异 。 而 具有 器 官 分 化 功能 的 胚 和 茎 尖 能 
保持 发 育 的 完整 性 ,在 遗传 上 是 稳定 的 。 试 验 说 明 , 茎 类 具有 整个 
植株 的 遗传 基础 ,适宜 用 作 种 质保 存 的 起 始 培养 材料 。 而 且 在 保 
存 无 病 种 苗 上 , 葵 尖 也 是 适宜 的 外 植 体 。 其 方法 是 将 植株 的 茎 尖 
取 下 接种 在 含 分 化 培养 基 的 试管 中 ,在 适宜 温度 和 光照 下 培养 , 生 
根 长 茎 后 转 人 含 生长 培养 基 的 试管 中 , 待 幼苗 长 到 10cm 左右 时 ， 
即 可 置 于 低温 下 (不 同 作物 用 不 同 低温 ,甘薯 16 一 18Y , 34% 8 
一 107 ) 保 存 。 一 般 经 一 年 左右 , 取 下 试管 苗 茎 尖 , 放 人 和 人 新 试管 中 ， 
生根 长 茎 转 管 培 养 保 存 , 继 代 培 养 ,可 无 限期 延续 下 去 ,达到 长 期 
保存 的 目的 。 

试管 苗 保 存 的 优点 很 多 :首先 它 解决 了 一 些 无 性 繁殖 作物 种 
质 资源 的 低温 .长 期 保存 问题 ,可 有 效 避 免 资 源 的 丢失 ;第 二 ,可 节 
省 土地 和 劳力 ,保存 方法 简单 ,花费 少 且 能 在 保存 中 脱 毒 ; 第 三 ,在 
提供 利用 时 ,可 快速 繁殖 ,也 有 利于 国内 国际 种 质 交换 。 

五 、 低 温 冰箱 ( 柜 ) 保 存 

家 用 或 医用 低温 冰箱 或 冰柜 对 保存 种 质量 少 或 小 粒 种 子 非常 
适合 ,有 时 为 少量 种 子 建 冷库 是 不 合算 的 。 冰 箱 ( 柜 ) 可 以 放 在 任 
何 适当 的 地 方 ,温度 可 在 -18~ -21C 之 间 , 内 容积 有 不 同 规格 ， 
有 立 式 和 卧 式 之 分 。 立 式 冰柜 占 地 小 ,种 样 易 存 取 , 但 开门 时 冷 量 
容易 散失 ,通常 也 较 贵 。 卧 式 冰柜 内 温度 的 稳定 性 和 可 靠 性 高 ,以 
及 积 霜 少 是 其 优点 ,如 果 空 间 允 许 应 优先 选 购 卧 式 冰柜 。 此 后 依 
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资源 的 增多 可 再 增 购 一 个 至 数 个 ,成 为 保存 种 质 资源 的 低温 冰柜 
组 ,北欧 基因 库 就 是 这 种 办 法 。 

中 国 农 科 院 山东 青州 烟草 研究 所 ,在 经 费 短缺 、 库 房 设备 不 完 
善 的 情况 下 ,考虑 到 烟草 种 子 体积 极 小 ,千粒重 仅 0.05 一 0.09g， 
每 克 种 子 有 12000 粒 ,保存 10~ 20g 种 子 就 可 满足 较 长 时 间 内 鉴 
定 研 究 和 利用 的 需要 ,采用 一 个 386L 的 低温 ( - 10°C ) Beh sh ok A , 
代替 低温 库房 ,不 仅 节省 了 10 万 元 已 建 库房 制冷 设备 的 购置 费 ， 
还 节省 了 制冷 运行 维护 和 管理 费 。 目 前 已 保存 烟草 资源 3000 份 
左右 。 - 
除 低温 冰箱 ( 柜 ) 用 于 保存 种 质 外 ,活动 冷库 保存 也 是 一 种 。 
活动 冷库 可 使 温度 低 达 - 20Y ,其 容量 范围 介 于 25 一 55m?。 活 动 
冷库 亦 可 为 远离 主要 种 质 库 的 地 区 提供 临时 的 或 长 期 的 贮存 设 
施 。 为 防止 断 电 , 有 条 件 的 还 应 有 一 台 备 用 发 电机 。 

六 、 复 份 保存 

世界 上 无 论 哪个 国家 ,如 果 将 其 作物 种 质 资源 集中 在 一 处 保 
存 , 那 是 十 分 危险 的 。 如 遇 不 可 预见 的 和 难以 抗拒 的 天 灾 人 祸 ,将 
可 能 造成 种 质 资源 的 全 部 毁坏 ,损失 难以 估量 上 且 不 可 挽回 。 为 防 
止 万 一 ,很 有 必要 将 每 份 种 子 的 一 部 分 存在 异地 , 称 之 为 复 份 保 
存 。 复 份 保存 的 条 件 ( 贮 存 温度 和 种 子 水 分 ) 应 尽量 与 原 保存 库 一 
致 ,这 样 可 以 省 去 种 子 贮存 期 间 的 活力 监测 工作 , 若 需 更 新 则 可 与 
原 保存 库 同步 进行 。 例 如 ,菲律宾 国际 水 稳 所 保存 的 水 稻 种 子 ,一 
部 分 复 份 保存 在 美国 ,一 部 分 复 份 保存 在 日 本 。 北 欧 五 国 利 用 挪 
威 的 废弃 矿坑 , 复 份 保存 了 各 自 的 部 分 种 质 。 该 矿坑 终年 自然 温 
EH -3.70 ,条 件 尚 佳 又 节省 能 源 。“ 八 五 "期间, 我 国 在 气候 冷 
凉 干燥 的 青海 西宁 建成 容量 为 40 多 万 份 的 国家 复 份 种 质 库 ,已 复 
份 保存 了 与 北京 国家 种 质 库 数量 等 同 的 30 多 万 份 种 质 资源 ,成 为 
目前 世界 上 最 大 的 、 复 份 保存 最 多 的 国家 复 份 种 质 库 。 
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$11.3 作物 种 质 资 源 低温 保存 的 程序 和 技术 


一 、 国 家 种 质 库 种 子 入 库 程序 

(一 ) 种 子 接纳 登记 

种 子 接纳 登记 是 指 种 质 库 接收 繁 种 单位 送 存 种 子 的 交接 过 
程 。 接 收 方 按 国家 库 种 子 数量 和 质量 要 求 对 送 存 种 子 进行 验收 和 
登记 。 数 量 要 求 是 :小 粒 种 子 (千粒重 Sg 以 下 )50g, 中 粒 种 子 ( 千 
粒 重 20 一 100g)6000 粒 , 大 粒 种 子 (千粒重 100 一 400g)2500 粒 , 特 
大 粒 种 子 1000 粒 , 外 加 种 子 活力 检测 损耗 15% 的 数量 。 质 量 要 
求 是 :有 检疫 证 书 ,未 拌 农药 ,发芽 率 90% 以 上 ,干净 ,无 破 皮 破 
粒 ,无 虫 蚀 粒 , 秘 粒 \、 瘦 小粒、 杂 粒 ,种 子 含水 量 符合 国家 规定 。 送 
存 的 每 份 种 子 要 按 记载 标准 填写 资料 档案 ,品种 清单 顺序 号 ,全 国 
统 编号 ,省 保存 号 、 繁 种 年 代 等 都 要 登 人 资料 档案 ,输入 计算 机 。 
种 子 数量 \ 质 量 符 合 标准 , 送 存 种 子 资料 齐全 ,接收 入 给 送 种 人 员 
开 接纳 收据 。 新 接收 的 种 子 若 不 马上 入 库 , 就 需 先 把 它们 放 在 临 
时 库存 放 。 临时 库 温度 控制 在 20 以 下 ,相对 湿度 <50% 。 种 子 
短期 存放 一 般 不 超过 半年 ,对 活力 影响 不 大 。 

(二 ) 查 重 去 重 留 取 种 样 

随 着 人 库 种 质数 量 的 增加 , 查 重 去 重 已 成 为 种 质 贮存 人 库 程 
序 中 的 重要 一 环 。 因 为 同一 品种 在 同一 种 质 库 重复 保存 没有 必 
要 , 它 不 仅 占用 有 限 的 贮存 空间 ,而 且 入 库 前 的 加 工 处 理 要 耗费 人 
力 物力 财力 。 就 目前 情况 看 ,省 际 间 、 地 际 县 ,县 际 间 的 引种 活动 
久 已 有 之 ,现今 更 加 频繁 , 同 种 同名 、 同 种 异 名 层出不穷 。 查 重 去 
重 也 只 能 查 出 同一 省 同一 地 的 送 存 种 子 , 异 省 异地 的 重复 却 难以 
避免 。 虽然 有 全 国 统 编目 录 , 大 多 各 报 各 的 ,逐个 按 品 种 性 状 认真 
核对 往往 显得 十 分 不 足 。 查 重 的 方法 有 两 个 :一 是 通过 计算 机 查 
重 , 速 度 快 ,效力 高 ,但 基础 数据 的 输入 必需 事先 做 好 ;二 是 人 工 卡 
片 查 重 ,速度 很 慢 ,已 不 适应 数 十 万 种 质 的 查 重 需 要 。 计 算 机 查 出 
重复 后 ,还 要 认真 进行 人 工 核对 ,必要 时 拿 出 种 样 对 比 ,确定 某 一 
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品种 系 重复 就 要 把 该 种 子 退 还 送 种 单位 。 

从 查 重 去 重 中 看 出 留 取 种 样 是 必要 的 。 但 种 样 的 作用 不 限于 
此 ,在 种 子 人 库 加 工 过 程 中 ,很 难 避 免 撒 种 、 混 种 、 混 号 ,这 时 就 需 
拿 出 种 样 核对 ,把 混 了 的 种 子 分 开 ,把 放 错 的 号 码 改 过 来 。 种 样 一 
般 放 在 小 牛皮 纸袋 中 ,标明 号 码 , 按 序 按 类 永久 保存 。 留 取 种 样 的 
粒 数 一 般 不 得 少 于 30 粒 ,大 粒 和 特大 粒 种 子 可 适当 少 留 。 

(=) # FRR 

繁 种 单位 繁育 的 种 子 比 较 集 中 地 送 到 国家 种 质 库 ,但 种 子 送 
来 不 可 能 马上 入 库 ,不 得 不 临时 存放 起 来 。 种 子 在 临时 存放 期 间 ， 
其 表面 带 有 的 菌 类 、 虫 卵 ,一 旦 条 件 适合 , 便 会 繁衍 肆虐 ,使 种 子 变 
老生 虫 。 一 旦 出 现 这 种 兆头 ,就 得 对 种 子 进 行 若 燕 处 理 。 惹 蒸 剂 
有 多 种 ,使 用 不 当 会 使 种 子 生 活力 降低 。 因 此 ,选择 毒性 较 小 、 杀 
虫 杀菌 力 强 的 薰 燕 剂 至 关 重要 。 常 用 的 有 磷 化 铝 ,为 灰白 色 固体 ， 
分 片 剂 和 粉剂 两 种 ,由 红 磷 与 铝 粉 在 镁 条 燃烧 下 制 成 。 它 化 学 性 
质 极 不 稳定 ,易于 分 解 ,产生 磁化 氢气 体 。PHs 是 一 种 无 色 剧 毒气 
体 , 具 有 乙 燃气 味 , 略 重 于 空气 ,渗透 和 扩散 性 均 较 强 , 对 人 也 有 
毒害 作用 , 燕 蒸 时 , 箱 体 必须 密闭 。 国 家 种 质 库 种 子 菩 蒸 间 内 备 有 
把 三 个 燕 蒸 箱 连 为 一 体 的 蕊 蒸 箱 系 统 。 每 个 燕 燕 箱 的 外 形 尺寸 是 
1800mm x 800mm x 600mm, 内 等 分 为 8 层 ,间隔 200mm, 隔 板 上 
有 均匀 的 小 孔 , 以 利 气体 均匀 分 布 。 种 子 划 蒸 时 ,用 纸袋 装 种 , 敞 
口 , 均 匀 放 在 每 层 的 隔 板 上 ,在 箱 内 最 下 层 放 人 适量 磷 化 铝 ,关闭 
箱 门 和 管 路 阀门 。 为 确保 密封 , 箱 门 周 边 再 以 不 干 胶 条 封 贴 一 遍 。 
BEAL EER ak AE BR AL A , ARC Nh H ,72 小 时 后 ,打开 屋顶 排 
风扇 和 箱子 人 气 口 阀门 , 箱 内 有 毒气 体 由 管道 排 人 高 空 。 待 箱 内 
毒气 排 净 , 才 可 开 箱 取 种 。 

应 着 重 指出 ,未 发 现 幼虫 就 不 要 对 种 子 进行 若 蒸 处 理 。 因 为 
葵 蒸 对 种 子 生活 力也 有 影响 ,从 而 会 影响 到 种 子 长 期 贮存 的 寿命 。 

(四 ) 种 子 精 选 

种 子 精 选 是 种 质 人 库 前 处 理 的 主要 流程 之 一 。 通 过 精 选 ,去 
除 破碎 粒 虫 蚀 粒 无 胚 粒 、 秘 粒 \ 瘦 小 粒 、 杂 粒 等 ,选取 色泽 一 致 、 
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纯度 高 的 饱满 种 子 。 种 子 精 选 有 筛选 .机 选 . 目 选手 选 等 多 种 方 
法 。 先 用 种 子 精 选 机 去 掉 碎 屑 . 秘 粒 石子 等 ,再 用 手 选 ,去 掉 色 泽 
RE , 破 皮 破 粒 种 子 ,使 种 子 达 到 人 库 标 准 的 纯净 程度 。 国 家 库 使 
用 的 精 选 机 有 XZ - 1 型 种 子 精 选 机 和 XZ -- 2 型 种 子 精 选 机 各 两 
台 。XZ- 1 型 种 子 精 选 机 适 于 中 小 粒 种 子 的 精 选 , 精 选 精度 高 但 
速度 较 慢 。XZ - 2 型 种 子 精 选 机 精 选 速度 快 , 适 于 中 大 粒 种 子 的 
精 选 。 精 选 后 的 种 子 才 可 进行 种 子 生活 力 测定 。 

(五 ) 种 子 生活 力 测定 

种 子 发 芽 势 和 发 芽 率 是 标志 种 子 活力 状况 的 具体 生理 指标 。 
作为 长 期 贮存 的 各 种 农作物 种 子 ,必须 有 最 理想 的 发 芽 势 和 发 芽 
率 。 各 种 农作物 种 子 因 其 种 性 与 起 源 产 地 不 同 ,其 最 理想 的 发 芽 
势 和 发 芽 率 也 不 尽 相 同 。 因 此 对 人 库 长 期 保存 的 各 种 农作物 种 
子 , 规 定 了 不 同 的 最 低 标准 ( 见 表 11 - 3)。 测 定 种 子 的 发 芽 势 和 
发 芽 率 是 种 子 人 库 处 理 的 关键 流程 之 一 。 达 到 规定 指标 的 种 子 才 
能 进入 下 一 个 流程 。 达 不 到 规定 指标 的 种 子 ,要 退 繁 种 单位 重新 
繁 种。 测定 种 子 发 芽 势 和 发 芽 率 的 主要 设备 是 种 子 发 芽 箱 。 种 子 
发 芽 箱 性 能 好 坏 直 接 影响 发 芽 势 和 发 芽 率 的 可 靠 性 和 准确 性 。 使 
用 前 ,按照 不 同 作 物种 子 的 发 芽 条 件 进行 了 严格 的 调试 ,以 保证 发 
芽 箱 性 能 良好 ,运行 可 靠 。 发 芽 能 力 以 小 麦 KAS PRAT 
例 ,每 天 可 以 处 理 种 子 224 份 ,满足 了 日 处 理 种 子 200 份 的 要 求 。 
不 同 作物 种 子 要 求 的 发 芽 温度 ,湿度 .光照 .时 间 等 条 件 不 同 , 按 国 
际 种 子 发 芽 检验 规程 严格 执行 。 需 要 特别 指出 的 是 不 少 种 子 具 有 
休 眼 习性 ,发 芽 时 要 特别 注意 ,对 休 眼 种 子 发 芽 前 要 做 破 眠 处理。 
破 眠 方法 多 种 ,种 间 有 异 ,对 不 同 种 子 要 采取 不 同方 法 。 切 不 可 不 
破 眠 就 去 发 芽 , 这 样 测定 的 发 芽 势 和 发 芽 率 极 不 准确 , 误 把 休眠 种 
子 当 成 没有 活力 的 种 子 退还 繁 种 单位 重新 繁 种 。 种 子 生 活力 检测 
具体 步骤 是 : 

O 数 种 :每 份 种 子 的 活力 测定 必须 重复 三 次 . 依 作物 种 子 大 
小 不 同 ,有 数 100 粒 x3= 300 粒 的 ,也 有 50 粒 x3=150 粒 的 。 小 
粒 种 子 人 工 数 ,中 ,大粒 种 子 可 用 数 粒 板 数 . 
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表 11-3 ”各 类 农作物 种 子 入 库 的 发 芽 率 标准 
| k g (%) 
作物 名 称 | 特殊 遗 | 野生 近 
栽培 种 | 野生 种 | 传 材料 | 缘 植 物 


+ 
水 稻 90 80 85 


小 麦 90 80 80 


KE | 90 60 50 


燕麦 80 | 70 
玉米 90 
高 梁 85 | 
谷子 85 70 
其 他 聚 类 | 85 | 
等 各 | 85 | 
## | 80 
Fhe | 70 | 50 | 


大 豆 85~90/85~90 


食用 豆 | 85~90 \75~80| 


棉花 90 70 

亚麻 90 70 

黄麻 90 | 80 
大 麻 80 60 

红 麻 90 75 

花生 85 


野生 稻 还 要 种 茎 保存 ,杂交 
稻 三 系 和 南方 粳稻 85% 
| KIIR ,高 寒 地 区 及 国外 
| 材料 85% , 赖 草 属 30% 

长 江 以 南 ,高寒 地 区 及 国外 
材料 85% 


| 甜 烽 玉 米 及 个 别 国外 材料 
{80% 


不 育 系 60% ,金黄 狗 尾 草 及 
| 国外 引入 少量 稀有 种 30% , 
| 包括 珍珠 票 、 食 用 称 和 龙 扑 
|B. AK 50% 


长 江 以 南 85% 

RDG ADI SER 
豆 .四 校 豆 REKER, 
扁豆 为 80% ,其 他 为 85% ~ 
90% 
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作物 名 称 特殊 遗 | 野生 近 备注 
BIRR BEER | 传 材料 | 缘 植 物 | 
油菜 85 60 
芝麻 85 | 80 
苏 子 90 
at 75 
ma | 90 | 60 | 
ER 90 
甜菜 80 70 | 单 粒 种 60% 
小 冠 花 60% ,草木 棵 、 田 
绿肥 85 | KLER WATE 70%, H 
子 及 其 他 小 量 绿肥 80% 
牧草 豆 科 | 80 | 50 Fe HS 50%, 热带 牧草 
禾 本 科 |60 一 80| 50 30% 一 60% 
a 80 
西瓜 85 60 (四 倍 体 
甜瓜 85 
籽粒 葛 | 85 
eu 15 
# 90 
š a 野生 种 参照 牧草 50% 
SH 85 
绿叶 蔬菜 BE MB b 
蔬菜 85 AJA AR TL AF RR 


及 其 他 稀有 蔬菜 不 低 于 80% 


© WEAR .浸种 、 置 床 : 对 需要 破 眠 的 种 子 要 先 做 破 眠 处 理 , 对 
需要 先 浸种 的 先 浸种 后 置 床 。 置 床 前 , 须 先 用 酒精 对 发 芽 严 消毒 。 
置 床 基质 依 不 同 种 子 检测 技术 分 别 采 用 是 石 海绵 或 滤纸 ,加 适量 
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水 。 把 竺 发芽 种 子 均 匀 摆 到 发 芽 四 内 , 送 入 发 芽 箱 发 芽 。 

@ REY .发芽 率 计算 :种 子 送 和 人 调 好 温度 湿度 .光照 的 发 
芽 箱 内 ,一 般 种 子 5 天 数 发 芽 势 ,7 天 数 发 芽 率 , 取 三 次 重复 的 平 
均 数 ,把 数据 输入 计算 机 ,记录 资料 要 装 钉 存档 。 

@ 判断 发 芽 结果 ,做 出 妥善 处 理 : 发 芽 率 符合 人 库 标 准 的 种 
子 可 以 进入 下 一 流程 ,不 符合 人 库 标 准 的 退 繁 种 单位 重新 繁 种 。 

(六 ) 种 子 干燥 与 包装 

(1) 种 子 干燥 ”影响 种 子 寿命 最 重要 的 因素 之 一 是 种 子 含水 
量 。 一 般 来 说 ,贮藏 种 子 在 其 “临界 "含水 量 之 前 , 越 干 其 寿命 就 越 
长 。 以 食用 豆 为 例 ,在 干燥 气候 下 收获 的 种 子 含水 量 通常 为 8% 
一 11% ,如 果 把 这 些 种 子 置 于 密封 容器 中 冷藏 ,这 些 种 子 没有 冻害 
危险 。 然 而 ,假如 把 种 子 含水 量 干燥 到 5% 或 6% ,种 子 寿命 就 增 
加 16 倍 ;如 再 把 含水 量 降低 到 约 4% ,其 寿命 又 增加 大 约 一 倍 ; 如 
含水 量 低 于 2% , 便 会 发 生 种 子 过 干 危害 ,种子 活力 降低 ,寿命 缩 
短 。 由 此 看 出 ,2% 就 是 某 一 食用 豆 的 “临界 ”含水 量 。 换 言 之 ,种 
子 含水 量 从 8% 干 燥 到 2% , 随 含水 量 的 减少 ,种 子 贮藏 寿命 会 增 
加 ;含水 量 <29% , 越 干 寿命 越 短 ,甚至 死亡 。 为 了 延长 种 子 长 期 贮 
藏 的 寿命 ,对 种 子 进行 干燥 是 十 分 必要 的 。 因 此 ,把 发 芽 率 符合 人 
库 标准 的 种 子 进行 干燥 处 理 就 成 为 种 质 人 库 前 处 理 的 重要 程序 。 

种 子 干燥 的 温度 至 关 重 要 。 用 高 于 40Y 的 温度 干燥 种 子 , 随 
着 温度 的 升 高 ,种 子 活 力 会 明显 降低 。 因 此 ,作为 长 期 贮藏 的 各 类 
农作物 种 子 ,干燥 温度 通常 都 控制 在 40C 以 下 ,而 且 干燥 温度 越 
低 , 干 燥 过 程 中 对 种 子 活力 的 影响 越 小 。 国 际 植物 遗传 资源 委员 
会 推荐 使 用 的 种 子 干燥 方法 是 : 设 一 干燥 间 ,温度 保持 15C ,相对 
湿度 为 10% 一 15% ,经 几 个 星期 ,甚至 几 个 月 ,种 子 含水 量 降 到 
6% 以 下 。 这 是 种 子 干燥 最 理想 的 方法 。 但 这 种 方法 对 每 天 有 很 
多 种 子 需要 干燥 人 库 的 种 质 库 来 说 是 不 适宜 的 。 我 国 在 “七 五 ”期 
间 要 入 库 种 质 20 万 份 ,去 掉 节假日 ,每 天 必须 干燥 200 份 才 能 完 
RAEES ,我 们 采用 的 方法 因 作物 种 子 组 分 ,大 小 不 同 而 不 同 : 

O 淀粉 型 种 子 : 大 多 数 禾 谷类 种 子 属 此 类 型 ,在 20 一 25C 4 
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对 湿度 20% ~ 30% 的 干燥 间 ,即使 长 期 干燥 也 很 难 达到 人 库 含水 
量 要 求 , 宜 采用 38°C 加 热 干燥 箱 干燥 此 类 种 子 。 具 体操 作 程 序 
是 :A) 对 送 来 的 发 芽 合 格 种 子 要 逐个 清点 排序 ,做 到 不 缺 不 乱 ， 
及 时 记 在 本 上 。B) 抽 测 种 子 原始 水 分 ,对 需要 干燥 的 种 子 装 筛 、 
装 袋 , 放 号 扎 口 。C) 据 此 类 种 子 对 干燥 所 需 温度 的 要 求 , 调 节 干 
燥 箱 的 控制 温度 , 待 温度 稳定 ,将 装 种 袋 ( 筛 ) 按 序 平 摆 在 有 隔 层 的 
干燥 箱 中 干燥 ,并 随时 观察 干燥 间 \ 干 燥 箱 的 温 、 湿 度 变化 和 运转 
情况 ,发 现 问题 ,及 时 解决 。D) 到 预定 干燥 时 间 ,抽样 准确 测定 种 
子 水 分 ,测定 方法 按 “ 中 华人 民 共 和 国 农作物 种 子 检验 规程 "或 “ 国 
际 种 子 检验 规程 "进行 。 测 定 结果 及 时 记 在 本 上 。 若 种 子 含水 符 
合 人 库 标准 ,要 尽快 在 干燥 条 件 下 包装 , 若 不 符 标 准 ,继续 干燥 直 
到 合格 。 因 种 子 大 小 种 皮 组 分 , 薄 厚 不 同 ,各 作物 种 子 所 需 达 到 
入 库 标准 含水 量 的 时 间 也 不 同 , 见 表 15 一 4。 
表 11-4 几 种 主要 淀粉 型 种 子 的 干燥 时 间 


作物 | 干燥 前 含 | 干燥 时 间 (小 时 ) | 装 种 | 含水 量 | 设备 日 烘 干 
种 子 | 水 量 (%) | 24 48 72 96 | MA | <7% 天 数 能 力 ( 份 ) 


水 稻 | 10.4 |7.5 6.6 [eee] 2 1080 


小 麦 | 9.2 17.97.2061 | EER 3 720 
k| 8.6 |7.86.76.2 jews! 2 
AR 13.4 |7.26.76.2 | 尼龙 袋 | 2 


谷子 9:2 15.5 RR 1 2160 
HR 11.1 [7.9 6.4 5.8 JERR 2 1080 
ER 10.9. |7.0 5.7 JERE | 2 1080 
玉米 9.1 8.1 7.3 7.0 6.4| ERR 4 540 


在 干燥 系统 调试 中 , 装 种 用 具 为 铁丝 第 子 和 网 眼 尼龙 袋 两 种 ， 

用 铁丝 筛子 装 种 子 比 尼龙 袋 干燥 效果 好 ,但 在 箱 内 占 空间 大 ,往外 

倒 种 也 不 便 , 一 般 以 尼龙 袋 装 种 。 设 备 日 烘 干 能 力 是 由 15 个 种 子 

烘 干 箱 一 次 所 能 摆 放 的 装 种 子 尼龙 袋 算出 来 的 。 每 箱 分 四 层 , 可 

摆 放 144 个 袋子 ,15 个 箱子 一 次 可 摆 放 2160 个 袋子 ( 份 )。 如 一 
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天 出 箱 , 即 为 2160 份 ,2 天 出 箱 为 1080 份 ,3 天 出 箱 为 720 份 ,4 
天 出 箱 为 540 份 。 

O 蛋白 质 型 和 脂肪 型 种 子 :主要 有 大 豆花 生 MEA, 
苏 子 .大麻 .亚麻 黄麻 油菜 芝麻、 红 花 等 。 这 类 种 子 脂肪 含量 在 
35% 一 53% ,脂肪 朴 水 ,种 子 含水 量 较 低 ,干燥 前 原始 含水 量 就 在 
4% 一 10% 之 间 。 经 水 分 测定 ,小 于 7% 即 可 直接 包装 ;如 高 于 入 
库 要 求 , 可 在 温度 为 20 一 25TC RH W 20% ~ 30% 的 干燥 间 敞 口 
干燥 ,长 则 7 天 , 短 则 2 天 ,这 类 种 子 的 含水 量 就 可 达到 入 库 要 求 。 
因此 ,一 般 不 人 箱 加 温 干 燥 。 

O 食用 豆 类 :主要 有 蚕豆 HAGAN .绿豆 KIS, FR 
前 原始 含水 量 一 般 在 9% 一 13% , 因 粒 大 、\ 皮 厚 .质地 紧密 而 不 易 
干燥 。 一 般 先 在 干燥 间 预 干 数 日 ,再 装 人 30~ 35 的 干燥 箱 进行 
干燥 ,3~~7 天 就 可 达到 入 库 含水 量 标准 。 

@ 其 他 作物 :如 甜菜 ,烟草 .牧草 .绿肥 西瓜、 甜瓜 .籽粒 苋 、 
CES , 先 测 原始 含水 量 ,符合 人 库 标 准 者 ,直接 包装 人 库 。 如 需 
于 燥 , 可 在 干燥 间 内 或 干燥 箱 内 (30 一 38C ) 干 燥 到 水 分 含量 符合 
人 库 标准 ,包装 人 库 。 种 子 含水 量 计算 公式 如 下 ; 

A) 重量 计算 法 : 

最 后 含水 量 (%) = 100 - FUERO- BA AA) 


B) 105C8 小 时 一 次 烘 干 法 : . 
二 试 样 烘 前 重 - 试 样 烘 后 重 
水 分 (%) = RE REE x 109 
C) 高 水 分 种 子 两 次 烘 干 法 : 
水 分 (%) = 1X Wa = Wi x Ws 


WxW, 
此 式 可 简化 为 
水 分 (%)=100- W, x W3 
At, WOW 20g 整 粒 试 样 重量 ; Wi 为 20g 整 粒 试 样 预 烘 后 重量 ; 
W: 为 5g 磨 碎 试 样 重量 ; Wi 为 5g 磨 碎 试 样 烘 后 重量 。 
(2) 种 子 包装 ”为 了 使 干燥 后 的 种 子 含水 量 保持 不 变 ,必须 
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将 干燥 后 的 种 子 密封 包装 ,只 有 这 样 才 能 达到 低温 干燥 长 期 保存 
种 质 资源 的 目的 。 任 何 具 有 防水 性 而 对 种 子 无 害 的 材料 均 可 用 作 
种 子 包装 材料 ,如 玻璃 .金属 和 铝 销 等 材料 。 我 国 国家 种 质 库 和 青 
海 国家 复 份 种 质 库 目 前 采用 三 种 材质 的 包装 容器 , 即 ZH) YE 
盖 式 马口铁 种 子 盒 .LFzy 防 锈 铝 种 子 盒 和 铝 稍 袋 。 马 口 铁 种 子 盒 
由 0. 3mm 厚 的 马口铁 板 冲 压 成 形 ,外 表面 涂 防 锈 漆 。 外 径 
60mm, 高 42mm, 内 容积 约 118cm; ,每 盒 可 装 种 子 80~ 100g. & 
盖 内 有 塑料 胶 密封 图 , 装 种 后 靠 螺 纹 旋 紧 达到 完全 密封 。LF2v 防 
锈 铝 种 子 盒 , 用 于 复 份 种 质 的 包装 , 盒 的 外 径 ,高 .内 容积 同 ZHi， 
马口铁 种 子 盒 。 复 合 铝 箱 袋 由 三 种 不 同 的 材料 合 制 而 成 。 外 层 是 
聚 酯 ,起 保护 铝 箱 防 机 械 损伤 和 氧化 作用 ;中 层 是 铝箔 ,起 隔绝 水 
分 作用 ;内 层 是 聚 乙烯 ,作用 是 使 铝 袋 遇 热能 够 密封 。 上 述 两 种 种 
子 盒 仅 适合 包装 中 小 粒 种 子 ,对 大 粒 种子 就 要 用 铝 稍 袋 了 。 铝 条 
袋 有 大 小 两 种 ,小 袋 20cem x 15cem, 用 于 装 中 大 粒 种 子 ; 大 袋 20cm 
X30cm, 用 于 特大 粒 种 子 的 包装 。 

种 子 包装 的 程序 包括 :QO 盒 . 袋 准 备 ,包括 控 盒 ( 因 加 工时 盒 内 
有 碎 屑 和 机 油 ). 贴 号 。@ 包 装 , 依 序 对 号 装 种 ,随时 核对 号 码 ,不 
得 张冠李戴 。 马 口 铁 盒 , 随 装 随 拧紧 ; 防 锈 铝 种 子 盒 , 随 装 随 封口 ; 
铝 销 袋 也 是 随 装 随 封 , 尽 量 缩短 种 子 包装 时 间 ,防止 过 多 吸湿 。 虽 
然 包装 环境 的 温 、 湿 度 有 控制 (温度 20 ~ 25°C ,相对 湿度 35% ~ 
42%) ,但 经 干燥 的 种 子 仍然 会 少量 吸湿 。(G@) 称 重 ,包装 后 的 每 份 
种 子 都 要 称 重 (种 子 净重 ) ,以 克 为 单位 , 取 小 数 点 后 一 位 。 数 据 记 
在 种 子 清单 上 ,并 输入 计算 机 。@ 移交 ,包装 完 的 种 子 和 有 关 资 
料 要 移交 给 库 管 人 员 ,由 他 们 负责 人 库 。 种 子 干燥 包装 的 工作 流 
程 见 图 11 -2。 

(七 ) 种 子 人 库 定位 

种 子 包装 称 重 后 ,由 管理 组 人 员 及 时 把 种 子 装 管 送 入 冷库 定 
位 存放 。 库 管 人 员 应 预先 把 库 内 种 子 架 按 列 、 档 、 条 顺序 进行 纺 
号 , 叫 库 位 号 。 国 家 种 质 库 由 2 个 等 大 的 长 期 库 和 4 个 等 同 的 可 
调 库 组 成 ,每 个 长 期 库 均 有 24 列 种 子 架 。2 个 固定 架 ,11 个 活动 
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发 芽 合 格 种 子 


未 达 


抽 测 种 子 原始 水 分 FO HTERRERR | 


PST > 


BATHA 放 入 干燥 间 


种 子 干燥 


4 
打 号 |-*| aaus ] 一 | 种 子 包装 


[种 子 称 重 


入 库 定位 


图 11- 2 国家 种 质 库 种 子 干燥 包装 流程 ( 引 自 胡 承 莲 ;种子 干燥 ) 


种 子 接纳 登记 - 种 子 人 库 清单 = 
EEA M f 
perre i 

种 子 精 选 < HTAR 7 

种 子 生活 力 测定 = 测定 结果 表 一 
种 子 干燥 一 种 子 含水 量 测定 记录 … 

种 子 包装 称 重 种 子 重量 记录 一 

种 子 人 库 定位 — 种 子 定位 资料 = — 


图 11-3 种 子 贮存 程序 
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架 ( 每 个 由 2 列 组 成 )。 每 列 又 分 10 档 , 每 档 又 可 放 40 FHT E, 
SEK 90 个 种 子 盒 。 如 此 大 的 容量 ,必须 有 合乎 逻辑 的 库 位 编 
号 才能 使 种 子 存 取 方便 。 如 LWizo6as, 表 示 该 种 子 管 在 西边 长 期 
FESS 12 列 种 子 架 的 第 6 档 的 第 35 复 。 种 子 人 库 时 按 序 摆 人 种 子 
黎 , 在 一 张 卡片 纸 上 写 上 库 位 号 和 种 子 分 类 编码 号 ,将 卡片 纸 立 在 
SW. KEM EHF ER, AMSA, APRA 
如 图 11-3 所 示 。 

二 、 作 物种 质 低温 保存 技术 

(一 ) 低温 库 设计 及 制冷 技术 

作物 种 质 低温 贮存 库 的 大 小 和 温 ,湿度 指标 ,以 及 配套 附属 用 
房 的 面积 ,条件 由 低温 库 使 用 单位 根据 种 质 贮存 量 大 小 向 设计 单 
位 提出 ,设计 单位 必须 精心 设计 和 计算 。 现 阶段 普遍 存在 的 一 个 
问题 是 低温 库 建 得 起 但 用 不 起 , 主要 是 它 消耗 能 源 (主要 是 电力 ) 
太 多 ,运行 费用 昂贵 。 因 此 ,节能 型 的 低温 库 设 计 就 成 为 设计 者 应 
重点 考虑 的 问题 ,关键 是 把 低温 库 的 隔 汽 层 和 保温 层 设计 好 。 

(1) 隔 汽 层 设计 “任何 低温 库 , 只 要 投入 运行 , 库 内 外 就 会 有 
很 大 温差 。 以 国家 库 为 例 , 库 内 -18C , 库 外 盛夏 温度 30C 以 上 ， 
内 外 温差 SO 左右 。 如 果 没 有 良好 的 隔 汽 层 ,大量 水 汽 就 会 渗透 到 
库 内 ,保温 材料 受潮 ,保温 性 能 恶化 。 内 外 热量 交换 加 大 ,势必 多 耗 
能 源 。 好 的 隔 汽 层 材料 有 两 种 ,一 种 是 铝 箱 ,0.08 一 0.1mm 厚 ,蒸汽 
渗透 阻 为 3700(nY mmHg.h)/g。 另 一 种 是 三 秸 四 油 , 它 的 蒸汽 渗 
AERA 32.9(m? mmHg*h)/g。 所 以 隔 汽 材料 应 首选 铝 箱 。 同 时 
在 设计 时 ,要 注意 屋顶 四 壁 、 地 面 的 隔 汽 层 要 连 为 一 体 。 

(2) 保温 层 设计 保温 层 是 减少 外 界 向 种 质 库 内 传递 热量 的 
主要 屏障 。 从 节能 的 观点 出 发 ,应 选 导 热 系数 最 小 的 保温 材料 ,并 
增加 保温 层 的 厚度 。 虽 然 初次 投资 大 点 ,但 从 长 期 运行 能 耗 来 看 
要 合算 得 多 。 

外 界 通过 围 护 结构 传人 库 内 的 热量 Q = KF. 

式 中 ,下 一 库 的 围 护 结构 表面 积 (m?); 
KK 一 围 护 结构 的 经 济 传 热 系 数 [kW/A(m?*h* )]。 
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现 借用 空气 调节 的 公式 ,分 析 影响 经 济 传 热 系数 的 因素 ， 


K= ; ay 
(tap +2 = ta) (Mi + Zira 

RP, KAPAH AERAR AIWA hT )]; 
) 一 保温 材料 的 导热 系数 [kW/(mh'C )]; 
y 一 保温 材料 价格 (元 /m3); 


Ml 一 通过 围 护 结构 每 小 时 传人 1kW 热量 所 需要 的 初 


次 投资 费 。[( 元 人 D'kW'h)]; 
Z 一 保温 材料 初 投资 回收 年 限 (y); 
:一 库 内 计算 温度 (C ); 
tw 一 当地 夏季 室外 计算 温度 (C ); 
J 一 太阳 总 辐射 强度 的 层 夜 平均 值 [kW /A(m>*h)]; 
2 一 围 护 结构 外 表面 太阳 辐射 热 吸 收 系数 ; 
aw 一 围 护 结构 外 表面 换 热 系数 [kW/mz hT ) J; 


有 一 冷冻 机 \ 水 泵 、 风 机 、 散 热 塔 的 耗 电量 与 制冷 量 的 比 


值 [ (kW-h) 1]; 
PR DL KR UBL PGA BS 89 E TPE BET] (h/y) ; 
Ja 一 电价 [元 上 kW'b)]。 


从 上 式 可 以 得 出 :GD 尽量 选择 价 廉 质 优 的 保温 材料 ,) 与 y 的 


乘积 最 小 , K 值 便 小 ,可 省 初 投 资 和 耗 电量 。@ 库 址 选 在 夏季 室 
外 计算 温度 低 , 太 阳 辐 射 强度 小 的 地 方 。 在 库 的 平面 布局 上 , 尽 可 
能 使 冷库 库 体 处 于 其 它 辅助 房间 的 包围 之 中 ,如 有 暴露 于 外 办 的 
墙 面 ,要 注意 选择 吸 热 小 的 墙 面 材料 。@ 在 冷冻 设备 ,电价 和 保温 
材料 的 考虑 上 ,应 增加 保温 层 的 厚度 , 初 投 资 虽 高 ,但 可 降低 冷冻 


设备 的 耗 电量 ,从 长 远 看 十 分 合算 。 


(二 ) 种 质 库 种 子 分 类 管理 技术 


国家 种 质 库 目 前 保存 的 各 类 农作物 种 质 资源 ,总 数 已 达 30 多 


万 份 ,它们 分 属 30 科 .174 属 .600 个 种 ( 含 亚 种 )。 国 家 库 种 子 分 
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类 管理 技术 分 三 级 。 第 一 级 ,将 作物 分 成 3 TKK, 代表 农 作 
物 ,工人 代 表 蔬 菜 , 轩 代表 绿肥 和 牧草 。 第 二 级 ,再 将 各 大 类 作物 分 
成 若干 小 类 ,以 1.2、3、4… 编 码 , 分 别 代表 农作物 大 类 中 的 禾 谷 
类 豆 类 ,纤维 类 、 油 料 类 …… ,或 者 蔬菜 大 类 中 的 根菜 类 白菜 类 、 
芥菜 类 、 甘 蓝 类 ……。 第 三 级 ,以 A、B.C、D… 编 码 , 分 别 代表 每 一 
小 类 中 的 某 一 作物 。 如 TiA 代表 水 稻 ,DB 代表 小 麦 ,IC 代表 黑 
麦 ,DD 代表 小 黑 麦 。A、B.C.D 后 的 数字 则 是 某 一 作物 的 某 个 品 
种 ,如 DA0001 代表 水 稻 某 个 品种 , DB0001 代表 小 麦 某 个 品种 ， 
I1D0001 代表 小 黑 麦 某 个 品种 , A0001 代表 葛 卜 某 个 品种 。 依 
次 类 推 , 便 可 编排 出 所 有 作物 种 子 的 类 别 和 号 码 。 国 家 种 质 库 农 
作物 大 类 和 蔬菜 大 类 编码 见 表 11 - 5。 
表 11-5 国家 种 质 库 作物 分 类 编码 一 览 表 


工农 作物 大 类 
LAGE 2. 豆 类 3. 纤 维 类 4. 油料 类 5. 烟 草 6. 糖 类 
A 水 稻 大 豆 棉花 花生 甜菜 
B 小 麦 野生 大 豆 亚麻 油菜 甜菊 
Ç RE a aR 芝麻 
D ”小 黑 麦 RG 苘 麻 苏 子 
E KR 绿豆 大 麻 红 花 
F 燕麦 小 豆 红 麻 WAS 
G 玉米 饭 豆 黄麻 ER 
H AR 小 扁豆 
I 谷子 吉 豆 
J RR AG 
K we 普通 菜豆 
L wi 多 花菜 豆 
M 荞麦 BG 
N ERE 
o AG 
P ASS 
Q 扁豆 
R 蒙 豆 
S 四 棱 豆 


N 
S 
R 


了 蔬菜 大 类 (一 ) 
1. RZ% 2. 白菜 类 3. 芥菜 类 4. 甘 蓝 类 5. 瓜 类 6. WRX 


Ao) ARAR THER Sate EN 
B Moh KAREAR SAR REE WM 荀子 
C oS ”若菜 AAR ZER ”冬瓜 MAR 
D SWiK «OR SMR MSR mR 
E MAR HAR FEO HM 
F MR 邹 叶 甘蓝 丝瓜 
G 美国 防风 红叶 甘蓝 SU 
Ho FS ATHE em 
1 菜瓜 
J am 
k FI 
I 黑子 南瓜 
M 西瓜 
o 甜瓜 
TAK (=) 
7. 豆 类 8. 葱 藉 类 9 .绿叶 菜 类 10. 警 邯 类 11 .水 生 蔬菜 关 12. 多 年 生 类 
RAX 
A za £2 Ek JF a Fi 
BOS kë FR U5 #2 aie 
CERT DE KK SHH ® wees 
D Ju FAE WRF gti EAM 
E ua eR WMSE $ ## 198 
F 毛豆 = SHE WF Až 百合 
G AT Æ BE BFO KF RGR 
H EE H # 8 ax 银 条 
l We ae | et wt 
] wee 落英 RH per 
其 他 商科 RR 
L pr 其 他 
M ZRK 
N HF 
o tR 
P RE 
Q Pi 
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(三 ) 种 子 活力 测定 技术 

测定 种 子 活力 的 方法 , 按 其 性 质 ,特点 分 为 生理 测定 .生化 测 
定 ,物理 测定 等 三 大 类 。 其 中 幼苗 生长 和 评价 法 RR , 抗 冷 测 
定 法 ,电导 法 ,加速 老化 法 ,控制 变质 法 .TZ 染色 法 和 TZ 糊 粉 层 
染色 法 等 8 种 方法 已 于 1981 年 列 人 《种 子 活力 测定 法 手册 》。 下 
面 重点 介绍 其 中 几 种 。 

C1) 幼苗 生长 和 评价 法 “” 它 主要 利用 幼苗 的 性 状 表现 来 评定 
种 子 的 活力 。 主 要 用 以 下 三 种 指标 进行 评价 。 

D 幼苗 分 级 法 : 以 刚 发 育 幼苗 表现 的 性 状 来 判断 活力 高 低 。 
发 芽 条 件 按 常规 要 求 之 外 ,还 需 直立 或 斜 板 发 芽 的 装置 ,以 便于 观 
察 幼 根 与 幼 芽 的 性 状 并 测量 其 长 度 。 分 级 标准 可 参照 表 11 - 6。 


# 11-6 幼苗 分 级 记载 表 

ewe | møt lea] eco 
wt BH 总 数 | I 级 IR MR 总 数 不 发 芽 的 种 子 
(H) (%) (%)|(%) (%) (%) (%)| (%) | (%) 


© 幼苗 ( 根 ) 生 长 速率 :生长 势 强 的 幼苗 多 表现 出 幼苗 或 幼 根 
生长 迅速 , 且 与 田间 出 苗 率 趋势 相 一 致 。 本 方法 主要 测量 幼苗 或 
幼 根 在 规定 时 间 内 的 平均 长 度 (也 可 用 干 , 鲜 重 ), 以 平均 长 度 ( 或 
重量 ) 标 志 活 力 水 平 。 

O 贮藏 物质 消耗 率 与 运转 率 :根据 种 子 萌发 时 胚乳 或 子叶 中 
的 物质 一 部 分 转化 用 于 建造 新 组 织 新 器 官 ,同时 一 部 分 用 于 呼吸 
消耗 。 这 一 过 程 的 强 弱 也 是 活力 高 低 的 标志 。 物 质 消耗 率 用 贮藏 
用 尽 法 测定 。 方 法 是 将 种 子 放 在 黑暗 中 发 芽 14 天 ,测定 重量 , 按 
下 式 计算 结果 : 

MW x 109 

AP Wi 为 种 子 ( 对 照 ) 烘 干 重 ; W 为 发 芽 后 种 子 烘 干 重 。 
物质 消耗 率 高 ,种 子 活力 高 。 

物质 转运 率 是 将 种 子 放 在 黑暗 中 发 芽 10 天 , 测 苗 干 重 与 贮藏 
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组 织 (子叶 或 胚乳 ) 的 干 重 , 按 下 式 计算 : 


式 中 ,Si 为 苗 重 ; S 为 子叶 (或 胚乳 ) 的 干 重 。 物 质 转运 率 
高 ,种 子 活力 高 。 

(2) 抗 冷 测定 法 ”此 法 主要 用 于 玉米 大豆、 避 豆 等 作物 , 具 
体操 作 是 ,将 种 子 插入 砂 与 土 按 1:1 混合 的 土壤 中 ,使 土壤 持 水 
70% ,并 定量 装 人 一 定 规格 的 塑料 盒 中 (7cm X 10cm X 4cm 或 
30cmx40cmx20cm) ,覆土 厚度 及 种 子 播种 距离 应 一 致 ,然后 置 
于 10C 、 相 对 湿度 93$% 的 条 件 下 ,放置 7 天 后 转 人 适 温 条 件 下 促 
其 出 苗 。 经 1 一 2 周 特定 期 限 统计 出 苗 率 , 按 出 昔 率 及 幼苗 高 度 来 
判断 种 子 活力 高 低 。 

(3) 砖 砾 法 ”此 法 应 用 于 各 种 禾 谷 类 作物 ,大粒 豆 类 ER, 
芥菜 AR MS b 棉花、 花生 及 三 叶 草 等 牧草 种 子 。 其 方法 是 夸 
灰 消毒 后 装 人 Icm X Icm X 4. Sem 的 方形 塑料 盒 中 , 浸 湿 后 播 上 
100 粒 种 子 , 覆 3cm 厚 的 砖 灰 ,最 终 每 盒 应 有 550g IRA 125ml 
水 。 然 后 放 在 10C 下 10~14 天 , 苗 出 砖 灰 后 打开 盖子 , 按 预 定期 
限 评 定 幼苗 质量 ,从 而 判定 种 子 活力 高 低 。 

(4) 加 速 老化 法 ”此 法 目前 应 用 广泛 。 其 方法 是 用 高 温 高 湿 
加 速 种 子 的 老化 劣 变 过 程 ,与 正常 的 自然 条 件 下 的 劣 变 过 程 相似 ， 
只 是 老化 劣 变 的 速度 大 大 加 快 。 经 加 速 老化 处 理 后 , 仍 能 保持 较 
高 发 芽 率 的 种 子 , 说 明 活 力 高 , 耐 贮 力 强 ; 反 之 则 表明 种 子 活力 低 ， 
耐 贮 力 差 。 加 速 老化 的 温度 为 40 一 45C ,相对 湿度 为 100%。 温 
度 \ 湿 度 及 处 理 时 间 的 长 短 应 视 种 子 的 种 类 而 定 。 紫 首 蒂 等 17 种 
作物 加 速 老化 的 温度 、 时 间 对 应 组 合 见 表 11 - 7。 老 化 试验 结束 
后 检定 老化 效果 ,以 常规 发 芽 方 法 测定 发 芽 率 ,结合 幼苗 生长 速 
率 ,幼苗 分 级 法 等 判断 种 子 老化 程度 和 抗 老 化 能 力 ,确定 种 子 活力 
强 弱 。 

(5) 电导 法 ”种 子 老化 劣 变 ,细胞 膜 受 损 , 透 性 增 大 ,导致 种 
子 温水 时 细胞 内 含 物 大 量 外 渗 。 渗 出 物 为 电解 质 , 渗 出 物 越 多 , 电 
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导 率 越 高 ,而 种 子 活力 与 电导 率 呈 负 相 关 , 即 电导 率 高 的 种 子 活力 
低 。 电 导 仪 种 类 繁多 ,性 能 较 可 靠 的 有 :DDS 一 IA 型 (上 海 )， 
ASA 一 610 型 (美国 ), ACAS 一 1000 型 (美国 ),ZYZH88 型 (北京 ) 
等 。 电 导 仪 操作 简便 ,但 每 次 测试 前 定 要 用 无 离子 水 将 电极 冲洗 
干净 ,并 随时 校正 仪器 ,防止 测试 偏差 。 要 严格 控制 浸种 温度 和 时 
间 ,浸种 要 用 无 离子 水 。 

表 11-7 17 种 作物 加 速 老化 的 温度 .时间 组 合 


| 加 速 老化 试验 缓慢 老化 试验 
作物 | 相对 湿度 100% 时 ”处理 时 间 ”， | 处 理 温度 30C is 
的 温度 (C ) (h) 相对 湿度 75% 
RAG 42 84,72 6 
菜 豆 42 84,72 20 
E # 45 72 9 
玉 米 42 84,96 24 
疑 三 叶 40 72 9 
羊 草 42 84 15 
aA 40 72 6 
5 Ë 40 72 9 
洋 w 42 72 6 
# h 45 48 24 
红 三 叶 40 72 9 
BR 45 72 12 
大 豆 | 40 72 9 
牧草 | 42 60 6 
西 瓜 45 144 21 
小 # 45 48 18 
陆地 棉 42 72,96 - 


* 此 表 引 自 崔 聪 淑 :低温 保存 原理 。 
(6) TZ 染色 法 ”是 目前 国际 通用 的 快速 测定 种 子 活力 的 方 
法 。TZ 是 “Tetrazolium" 的 缩写 。 全 名 应 是 2,3,5- triphenyl te- 
trazolium chloride, 简 称 TTC, 中文 叫 2,3,5-- 氧化 三 葵 基 四 氨 唑 ， 
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PFA CigHisN Cl, ABA EBA ,感光 性 强 , 须 用 棕色 瓶装 , 存 
放 暗 处 。 它 还 原 后 呈 红 色 , 又 称 红 四 唑 。 测 定 原理 是 ; 活 种 子 的 胚 
细胞 含有 脱 氢 酶 ,无 色 透 明 的 TZ 盐 药 液 被 种 子 吸收 后 便 参与 胚 
部 活 细胞 的 还 原 过 程 ,从 脱 氢 酶 接受 氢 离 子 ,使 TZ 经 氢化 还 原 ， 
使 活 细胞 染 成 红色 -。 根据 是 否 染 色 及 染色 部 位 区 分 种 子 有 无 活 
力 。 此 法 原理 可 靠 方法 简便 直观 快速 结果 准确 .应 用 广泛 。 但 
要 求 测试 人 员 有 专门 知识 熟练 操作 技能 和 科学 判断 能 力 。 测 定 
的 程序 和 方法 是 : 

O 药 液 配制 :常用 药 液 浓度 为 0.1% 一 1% ,0.1% 适 用 于 切 开 
的 种 子 ,1% 适 用 于 整 粒 种 子 和 林木 种 子 。 药 液 pH 值 在 6.5 一 7.5 
之 间 。1% 以 上 的 高 浓度 药 液 需 用 磷酸 缓冲 液 配制 ,以 利 溶解 和 
着 色 。 

© 试 样 数 粒 :中 小 粒 种 子 数 为 100 粒 x2, 大 粒 种 子 数 为 50 
粒 x2。 

© 试 样 前 处 理 和 药 液 浸 种 (染色 ) :为 使 种 子 加 速 吸湿 ,软化 
种 皮 ,促进 酶 系统 活力 ,提高 染色 效果 和 鉴定 准确 性 , 试 样 要 进行 
前 处 理 ,包括 吸湿 前 除去 种 子 外 部 的 附属 物 吸湿 和 切 种 (有 部 分 
小 粒 种 子 不 需 切 种 ) 三 方面 。 因 不 同 作物 种 子 特性 不 同 ,前 处 理 方 
法 和 浸种 染色 时 间 也 不 同 。 各 种 作物 种 子 前 处 理 技术 规定 和 染色 
时 间 列 如 表 11-8. 

@ 观察 鉴定 :到 染色 时 间 , 取 出 种 子 冲 洗 干净 ,在 放大 镜 或 体 
视 显微镜 下 仔细 观察 种 胚 着 色情 况 , 凡 胚 的 主要 机 构 染 成 红色 的 
为 有 活力 种 子 , 胚 的 主要 机 构 之 一 不 染色 或 染 成 浅 色 斑点 的 为 无 
活力 种 子 。 根 据 此 标准 算出 有 活力 种 子 的 百分率 。 

(四 ) 休眠 种 子 的 破 眠 技术 

种 子 休 眠 分 原生 休 眼 和 初生 休眠 两 种 。 种 子 原生 休眠 原因 ， 
因 作 物 不 同 而 异 。 禾 本 科 作 物 常 因 种 皮 释 壳 的 不 透 性 引起 休眠 。 
小 粒 豆 科 作物 种 子 的 休眠 种 皮 不 透水 性 是 其 致 因 。 种 皮 果 皮 上 有 
抑制 种 子 发 芽 的 物质 常见 于 蔬菜 中 部 分 十 字 花 科 和 甜菜 种 子 。 休 
眠 原因 不 同 , 破 眠 方法 各 异 。 下 面 介绍 几 种 常用 的 方法 。 
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表 11-8 各 种 作物 种 子 TZ( 四 唑 ) 染 色 技术 规定 (国家 标准 ) 


Serine. 
amaeana 最 昌 mwan a) mala 
amt | nana jae 2 小 时 | an Toa | a2 
小 麦 - | Ay 0.1 | 0.5~1 
KE - ao | or | 0.5-1 
RH 3 AY 上 0.1 0.5~1 
燕麦 = 30C 中 浸种 3 一 4| gy 0.1 | 0.5~1 

ee te F.. 
玉米 - acs ete aa | oi [osm 
高 梁 | RR L 纵 切 | 01 0.5~1 
x £ an | 01 | 2~3 

a) | - aw | 01 | 2~3 

we | - | aake | 01 | 2~3 

KE ae meee | 10 | 3-4 

Pt < HEHE | 05 | 3-4 

菜豆 aa "| AERE 1.0 3~4 

me - meee | 1.0 | 3-4 

花生 | HERK wate | 1.0 | 3-4 

油菜 z 到 去 种 皮 | 10 | 3~4 
芝麻 - wee | 1.0 | 3-4 

MRR | MARE | 30 中 浸种 3 -4| MER | .1.0 | 3-4 

ME [MAA pot EME! MMR | 0.5 | 2~3 

红 麻 -| 中 或 纸 发 芽 床 !| 测 去 种 皮 | 1.0 | 12 

KR - JER wzek | 1.0 | 3-4 

E - mane Lo | 3-3 

甜菜 x week | 10 | 3-4 


(1) 高 温 破 眠 ”有 的 作物 种 子 有 后 熟 阶段 ,后 熟 阶段 不 结束 ， 
其 种 子 便 不 发 芽 。 利 用 高 温 处 理 种 子 ,可 促进 其 后 熟 阶段 的 结束 。 
例如 ,水 稻 种 子 ,温度 27C ,50% 的 种 子 解除 休眠 要 50 天 ;37C 
时 ,只 要 15 天 ;47 亿 时 , 仅 用 5 天 。 

(2) 低温 破 眼 ”大 多 数 非 热 带 作物 种 子 ,可 在 1 一 10 人 的 低温 
条 件 下 解除 休眠 。 实 验证 明 ,低温 对 胚 、 种 皮 引 起 的 休眠 以 及 原生 
休眠 次 生 休眠 都 有 一 定 效果 。 国 家 种 质 库 对 2000 余 份 不 同 休眠 
程度 的 谷子 进行 低温 (5 一 7Y ) 处 理 3 天 ,种 子 发 芽 率 大 大 提高 ,说 
明 低温 破 眠 效果 显著 。 大 多 数 草本 植物 种 子 均 可 采用 低温 破 眠 方 
法 。 

(3) 变温 破 眠 ”变温 是 被 广泛 应 用 的 、 十 分 有 效 的 破 眼 方法 。 
变温 可 在 一 天 内 以 小 时 计算 ,如 20C 、16 小 时 ,30C 8 小 时 ,每 天 
如 此 ,连续 几 天 ;也 可 隔日 变温 处 理 ,如 今日 20C ,明日 30C. — 
般 经 过 2 一 3 个 周期 , 便 可 达到 解除 休眠 的 目的 。 

(4) 光照 破 眠 ” 光 对 种 子 解除 休眠 影响 很 大 。 不 同 种 子 要 用 
不 同 光 强度 照射 ,光照 周期 长 短 也 因 品 种 不 同 而 异 。 光 照 破 眼 机 
理 目前 尚 不 十 分 清楚 ,通过 光照 增加 种 皮 透 性 、 改 变种 皮 内 发 芽 换 
制 物质 的 性 质 可 能 是 光照 破 眠 的 主要 原因 。 

(S) 化 学 药剂 破 眠 ”用 于 破除 种 子 休眠 的 化 学 物质 很 多 , 常 
用 的 有 赤 霉 毒 .细胞 分 裂 素 和 乙烯 三 种 。 双 氧 水 .乙醇 .次氯酸钠 、 
硫 脲 硝酸 盐 、. 亚 硝酸 盐 . 氢 离 子 氰 化 物 等 ,在 不 同 低温 、 光 照 条 件 
下 ,对 各 种 种 子 破 眠 也 有 着 不 同 的 作用 。 有 些 种 子 的 果皮 坚硬 ,应 
用 硫酸 A R HO, 和 NaOH 等 软化 果皮 ,也 可 促进 种 子 有 效 发 
芽 。 

另外 ,对 一 些 种 皮 不 透气 不 透水 的 种 子 ,用 器 械 、 人 工 破损 种 
皮 , 增 加 透 性 也 是 促进 种 子 发 芽 的 常用 方法 。 不 少 豆 科 作 物种 子 
的 种 皮 , 如 怠 豆 \ 开 豆 \ 小 豆 等 ,种 皮 光 滑 坚实 ,不 透水 气 ,阻碍 种 子 
吸湿 萌动 ,部 分 破损 其 种 皮 ,就 可 以 得 到 较 满意 的 发 芽 效 果 。 
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§11.4 作物 种 质 资源 低温 保存 的 发 展 趋势 


一 、 种 子 的 超 干 贮存 

目前 世界 信息 和 预警 系统 数据 库 中 记录 了 共有 1308 个 基因 
库 , 全 球 非 原生 境 种 质 库 中 贮存 了 大 约 610 万 份 收集 品 。 但 是 ,多 
数 国家 没有 长 期 非 原生 境 贮存 设施 ,能 对 收集 品 进行 安全 \ 长 期 管 
理 的 国家 可 能 不 到 一 半 , 就 连 俄罗斯 和 12 个 国际 基因 库 .区 域 基 
因 库 也 无 安全 的 长 期 保存 设施 。 

1985 年 ,国际 植物 遗传 资源 委员 会 首先 提出 对 某 些 作 物种 子 
采用 超 干 贮存 的 设想 ,并 作为 重点 资助 的 研究 项 目 。1986 年 , 英 
国 里 丁 大 学 首先 开始 种 子 超 干 研究 。 从 80 年 代 后 期 开始 ,中 国 的 
浙江 农业 大 学 北京 植物 园 、 中 国 农 科 院 国家 种 质 库 也 相继 开展 了 
种 子 超 干 研究 并 取得 一 些 研 究 结果 : 

O 多 数 正常 型 作物 种 子 可 以 进行 超 干燥 贮存 ,但 不 同类 型 的 
种 子 耐 于 程度 不 同 。 脂 肪 类 作物 种 子 具 有 较 强 的 耐 干 性 ,可 以 进 
行 超 干 燥 贮存 。 淀 粉 类 和 和 蛋白 类 作物 种 子 耐 干 程度 差异 较 大 ,有 
待 进行 深入 研究 。 

O 种 子 超 干 不 是 越 干 越 好 ,存在 一 个 超 干 水 分 临界 值 。 当 种 
子 水 分 低 于 临界 值 ,种 子 寿命 不 再 延长 ,并 出 现 干 燥 损 伤 。 不 同 作 
物种 子 水 分 的 超 干 临界 值 不 同 , 需 逐 个 进行 试验 。 从 80 年 代 后 期 
开始 ,已 经 研究 出 的 不 同 作物 种 子 超 干 含水 量 临界 值 列 如 表 11 -9。 

@ 种 子 的 干燥 速率 因 干 燥 剂 的 种 类 和 剂量 不 同 而 不 同 。 种 
FFE P2O5 CaO, CaCl 和 硅胶 中 的 干燥 速率 依次 递减 ,在 P,Os 中 
最 快 ,在 硅胶 中 最 慢 。 于 燥 速 率 对 种 子 活力 的 影响 尚 有 不 同 看 法 ， 
有 待 深入 研究 。 

种 子 超 干 迪 存 是 将 种 子 含水 量 降 至 5% 以 下 后 密封 , 置 于 常 
温 或 适当 低温 条 件 下 的 贮存 。Ellis(1986) 将 芝麻 种 子 的 水 分 从 
5% 降 到 2% ,在 20 人 下 种 子 的 寿命 延长 了 40 倍 ,并 证 明 种 子 含水 
量 5% ,贮存 温度 - 20Y 与 含水 量 2% 、 贮 存 温度 20Y 种 子 寿命 相 
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同 。 从 而 可 看 出 , 超 于 贮存 可 以 大 大 降低 制冷 费用 ,节省 能 耗 , 有 
很 大 的 经 济 意义 和 潜在 的 实用 价值 ,是 一 种 颇具 广阔 应 用 前 景 的 


种 子 贮存 方法 。 
表 11-9 不 同 作物 种 子 超 于 含水 量 临界 值 
临界 临界 

作物 种 子 含水 量 (% ) 资料 来 源 | 作物 种 子 含水 量 (% ) 资料 来 源 
E 稻 4.4 Ellis(1992) | 西 瓜 1.25 ” 李 志 仙 (1993) 
tl 稳 4.3 Ellis(1992) | 南 瓜 2.46 ” 李 志 仙 (1993) 
MEM 4.5 Ellis(1992) | 冬瓜 1.74 ” 李 志 仙 (1993) 
HZR 2.0 Ellis(1986) | 花 生 2.0 IBPGR(1990) 
甘蓝 油菜 3.0 Ellis(1986) | 大 豆 6.9 XE HR(1991) 
ih 菜 2.0 Ellis(1986) | 大 白菜 1.6 40 & (1991) 
Lo 3.3 Ellis(1986) | # 下 0.6 ” 周 祥 胜 (1991) 
GIE 2.04 Ellis(1986) | 黑 芝 麻 0.6 ” 周 祥 胜 (1991) 
亚 麻 2.7 Ellis(1986) | 甜 椒 1.32 ” 沈 锁 等 (1994) 
x 瓜 1.02 #241993) HE KR 1.67 (1994) 


由 於 种 子 超 干 贮存 研究 时 间 不 长 ,其 操作 技术 、 适 用 作物 \ 不 
同 作物 种 子 的 超 干 含水 量 确 切 临 界 值 ,以 及 干燥 损伤 、 吸 胀 损伤 、 
遗传 稳定 性 等 诸多 问题 ,都 有 待 深入 研究 ,使 这 一 方法 尽早 付 于 实 
际 应 用 。 

二 、 核 心 种 质保 存 

随 着 世界 各 国 对 植物 遗传 资源 收集 保存 活动 的 高 度 重视 ,次 
源 保存 数量 逐年 增加 。 但 越 来 越 多 的 保存 材料 不 仅 给 管理 带 来 了 
困难 ,也 给 资源 利用 增加 了 障碍 。 为 解决 这 一 问题 ,世界 上 一 些 科 
学 家 提出 了 建立 核心 种 质 的 建议 。 核 心 种 质 的 概念 是 以 最 少量 的 
资源 材料 包括 一 个 作物 种 及 其 野生 近 缘 种 的 最 大 限度 的 遗传 多 样 
性 。 它 应 具有 整个 收集 品 的 代表 性 ,并 含有 整个 收集 品 中 主要 的 
遗传 多 样 性 ,应 具有 以 下 四 个 特点 : 

O 核心 种 质 是 从 现 有 的 种 质 资源 保存 材料 中 选 出 的 数量 有 
限 的 一 部 分 材料 ,这些 材料 能 代表 所 有 保存 材料 的 遗传 范围 ,并 含 
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有 尽 可 能 多 的 遗传 多 样 性 (Brown, 1993), 

© 被 选 为 核心 种 质 的 材料 要 有 代表 性 ,它们 在 生态 上 和 遗传 
上 是 相互 不 同 的 。 核 心 收集 品 中 的 材料 不 能 有 重复 ,材料 之 间 的 
相似 性 也 要 尽 可 能 地 小 。 

@ 核心 种 质 是 指 一 个 作物 和 它 的 野生 近 缘 种 ,但 在 发 展 核心 
种 质 时 ,要 分 别处 理 不 同 的 种 ,这 样 在 核心 种 质 中 才能 体现 出 不 同 
种 间 生 物 学 以 及 所 含 变异 的 差异 。 

@ 核心 种 质 不 是 用 来 代替 原 有 的 种 质 ,而 是 原 有 种 质 中 一 部 
分 选 定 的 种 质 。 建 立 核心 种 质 的 目的 是 便于 育种 家 和 其 他 研究 人 
员 利用 保存 的 材料 。 尽 管 核心 种 质 不 能 减少 原 有 的 种 质 ,但 使 用 
者 可 能 因此 而 减少 取得 重复 样品 ,从 而 更 有 效 地 找寻 保存 材料 的 
变异 ,易于 找到 所 需 特 性 的 特殊 遗传 材料 。 

建立 核心 种 质 可 分 以 下 四 个 步骤 ， 

(1) 资料 的 收集 整理 ”把 整个 种 质 现 有 的 资料 全 部 收集 起 
来 ,包括 现 有 的 基本 资料 .评价 鉴定 资料 . 同 工 酶 及 种 子 蛋 白 等 生 
化 资料 。 另 外 ,在 对 资料 进行 整理 时 ,要 确定 可 用 资料 并 予以 综合 
分 析 。Brown(1993) 建 议 用 分 级 别 的 方法 ,将 基本 资料 .评价 鉴定 
资料 按照 分 类 学 地理 来 源 、 生 态 来 源 、 遗 传 标记 和 农艺 性 状 资料 
进行 分 类 。 对 资料 不 全 或 无 资料 的 材料 暂缓 分 类 。 

(2) 材料 分 组 ”根据 现 有 的 资料 , 依 材料 的 相似 性 将 种 质 材 
料 分 组 。 在 遗传 上 , 同 组 材料 比 异 组 材料 应 更 相似 。 若 用 分 层次 
的 方法 ,可 逐步 将 种 质 材料 分 为 更 小 的 小 组 ,一 直 分 到 适宜 为 止 。 
分 组 的 多 少 取决 于 原 有 种 质 、 现 有 资料 的 多 少 及 希望 最 低层 次 上 
的 差异 程度 。 材 料 来 源 地 是 分 组 的 重要 依据 , 因 遗 传 多 样 性 的 形 
成 与 地 理 生境 密切 相关 。 然 后 再 依 农 艺 性 状 资料 分 组 ,从 而 把 相 
似 表现 型 材料 分 为 一 组 。 

(3) 样品 选择 ”从 所 分 各 小 组 中 按照 一 定 比 例 取 样 。 取 样 比 
例 为 15% 或 10% 均 可 , 视 材料 多 少 而 异 。 按 每 组 材料 的 对 数 比 例 
取样 也 可 。 总 之 ,不 可 不 考虑 组 群 的 大 小 而 从 每 组 里 选取 同样 份 
数 的 材料 。 
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(4) 核心 种 质 的 管理 ” 按 上 述 步骤 选 出 一 套 核 心 种 质 后 ,就 
要 解决 一 些 管理 问题 。 以 种 子 形式 保存 在 种 质 库 中 的 作物 ,可 在 
数据 库 做 上 标记 ,标明 属于 核心 种 质 ,并 表明 该 种 质 所 代表 的 小 
组 。 需 要 繁殖 时 ,核心 种 质 要 与 其 它 种 质 资源 同步 进行 ,并 适当 增 
加 繁 种 量 , 以 保证 核心 种 质 有 足够 的 数量 用 于 其 它 研究 和 分 发 。 
核心 种 质 不 需 另 外 建 库 。 对 无 性 繁殖 和 产生 顽 擂 型 种 子 的 作物 ， 
其 核心 种 质 则 要 另 建 离 体 试管 苗 保存 库 和 种 质 园 。 核 心 种 质 建立 
之 后 ,就 可 提供 研究 和 利用 。 如 鉴定 不 同 材料 的 某 一 特征 特性 , 开 
展 新 的 育种 项 目 等 。 还 需要 进行 评价 鉴定 ,确定 核心 种 质 所 包含 
的 遗传 多 样 性 ,还 可 采用 同 工 酶 技术 、 分 子 技术 、 指 纹 图 谱 等 来 测 
定 原 收集 品 的 变异 是 否 已 包括 在 建立 起 来 的 核心 样品 中 了 。 利 用 
核心 种 质 后 得 到 的 资料 要 反馈 回来 。 

从 1984 年 Frankel 提出 建立 核心 种 质 至 今 仅 有 10 多 年 的 时 
间 ,对 一 些 问题 尚 有 争议 和 担心 :对 大 多 数 作 物 , 因 资 料 不 全 而 难 
以 建立 核心 种 质 ,又 怕 核 心 种 质 中 未 能 包括 某 些 优良 性 状 ,顾虑 因 
建立 了 核心 种 质 而 放松 对 原 有 材料 的 管理 而 造成 资源 得 而 复 失 。 
问题 ` 担 心 . 顾 虚 虽 有 ,但 核心 种 质 的 研究 进展 仍然 不 慢 。1989 
年 ,Hemon 等 结合 西非 秋 划 的 评价 鉴定 ,从 2283 份 秋 葵 中 选 出 
189 份 组 成 了 它 的 核心 种 质 。1994 年 ,中 国 农 科 院 油料 研究 所 对 
我 国保 存 的 4251 份 芝麻 种 质 资源 开展 了 核心 种 质 研究 ,首先 按 品 
种 类 型 分 为 农家 品种 .改良 品种 和 引进 品种 3 个 组 ,然后 据 我 国 艺 
麻生 产 的 生态 地 区 各 分 为 8 组 ,总 共 分 成 了 24 组 。 再 根据 现 有 的 
评价 鉴定 资料 的 多 变量 分 析 分 组 。 继 而 从 每 个 组 里 按 20% 的 比 
例 预选 出 大 约 800 份 材料 种 于 田间 ,比较 农艺 性 状 的 遗传 多 样 性 ， 
进行 同 工 酶 分 析 , 比 较 多 样 性 。 如 在 农艺 性 状 和 同 工 酶 分 析 上 表 
现 出 的 多 样 性 能 代表 原来 的 4000 多 份 材料 的 遗传 多 样 性 ,再 按 
50% 的 比例 从 每 组 预选 材料 中 选 出 构成 核心 种 质 的 材料 , 约 占 总 
材料 的 10% 。 除 秋 葵 芝麻 外 ,世界 上 一 些 研究 机 构 还 对 大 麦 .水 
ARRAS OE KG NER REN SED RD BR 
的 建立 进行 了 研究 。 
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三 、 低 温 贮存 中 种 质 遗 传 完整 性 研究 

遗传 完整 性 是 指 种 质 的 原始 状态 保持 不 变 。 低 温 贮存 中 , 随 
着 时 间 的 推移 必然 发 生 遗 传 变异 ,导致 喧 传 性 状 改变 ,直至 形 失 。 
如 在 贮存 中 发 生 遗 传 完整 性 的 丧失 ,也 就 失去 种 质 低温 贮存 的 意 
义 , 这 是 绝对 不 能 发 生 的 事故 。 因 此 ,种 质 在 低温 贮存 过 程 中 ,要 
不 失 时 机 的 对 种 质 的 遗传 完整 性 进行 观察 和 研究 ,确保 种 质 资 源 
的 长 期 安全 贮藏 。 

遗传 完整 性 研究 表明 ,贮存 时 间 延 长 贮存 温度 高 水 分 多 都 
会 导致 染色 体 损 伤 和 突变 增加 ;不 仅 种 子 生 活力 丧失 可 以 预测 , 染 
色 体 损伤 程度 也 可 以 预测 ;只 要 种 子 生活 力 有 一 定 程度 的 下 降 ,就 
会 有 一 定 分 量 的 遗传 损伤 ; 由 种 子 存活 百分率 可 以 预测 种 子 中 遗 
传 损伤 的 分 量 。 近 年 来 ,系统 地 研究 植物 遗传 完整 性 已 成 为 各 国 
学 者 日 益 重视 的 课题 。80 年 代 , 美 , 英 、 苏 、 澳 等 国学 者 合作 研究 
了 贮藏 对 种 子 遗 传 完整 性 的 影响 ;贮存 过 程 中 数 色 体 畸 变 和 其 它 
突变 的 出 现 频率 和 实质 ;突变 体 遗 传 到 下 一 世代 的 变化 情况 ;评价 
种 子 贮存 和 繁殖 过 程 中 , 杂 合 种 子 群体 内 的 遗传 漂移 问题 。1987 
一 1989 年 , 马 缘 生 等 对 青海 自然 库 中 贮存 30 年 以 上 的 小 麦 .贮存 
13 一 20 年 的 豌豆 种 子 , 研 究 了 发 芽 势 .发芽 率 、 活 力 指数 .电导 率 、 
根 尖 当 色 体 出 现 的 异常 频率 及 不 同 发 芽 率 的 酯 酶 .过 氧化 物 酶 等 
同 工 酶 变化 。 采 用 人 工 老 化 黑 麦 ,小麦 ,从 染色 体 、 生 理 生化 、 生 活 
力 等 方面 系统 地 研究 了 种 子 贮存 过 程 中 遗传 完整 性 的 变化 。 

目前 的 研究 主要 着 重 于 个 体 .细胞 和 生理 生化 三 个 水 平 上 ,以 
染色 体 畸 变 研究 最 多 。 个 体 水 平 上 的 研究 有 生活 力 变化 ;数量 性 
状 变异 ,如 株 高 穗 长 .抽穗 期 .成 熟 期 穗 粒 数 ,千粒重 等 等 ,数量 
性 状 的 研究 项 目 因 作物 不 同 而 不 同 ; 表 型 形态 变异 的 基因 突变 ,如 
花粉 败 育 突变 ,叶绿素 突变 和 株 高 ,产量 突变 等 。 细 胞 水 平 上 的 研 
究 有 染色 体 畸 变 和 细胞 亚 结构 的 变化 。 染 色 体 畸变 可 从 畸变 种 
类 、 频 率 、 环 境 、 变 蜡 频 率 与 发 芽 之 间 的 关系 及 变异 遗传 诸 方面 着 
手 研究 。 细 胞 亚 结构 的 变化 主要 指 细胞 核 ,线粒体 、 质 体 和 核糖 体 
的 变化 。 生 理 生化 的 变化 主要 表现 在 种 子 贮藏 物质 、 酶 活性 和 生 
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物 大 分 子 的 变化 。 随 贮藏 时 间 的 延长 ,种 内 淀粉 .脂肪 和 和 蛋白 质 等 
的 含量 发 生变 化 。 因 呼吸 消耗 ,碳水 化 合 物 含 量 减 少 , 粗 蛋 白 含量 
保持 不 变 , 蛋 白质 和 脂肪 都 发 生 降解 。 在 种 子 衰老 过 程 中 ,过 氧化 
物 酶 .脱毛 酶 ,细胞 色素 氧化 酶 等 活性 下 降 , 超 氧 歧化 酶 、 酯 酶 、 异 
柠 榜 酸 裂解 酶 和 苹果 酸 合成 酶 也 呈 下 降 趋势 。 生 物 大 分 子 方面 的 
研究 涉及 作物 不 多 ,观测 项 目 为 三 磷酸 腺 苷 的 积累 变化 和 RNA 
及 DNA 合成 量 与 老化 的 关系 等 。 至 于 遗传 完整 性 变化 的 机 理 仍 
处 在 深 和 人 探索 之 中 ， 

种 子 低温 保存 过 程 中 遗传 完整 性 的 研究 属于 新 的 研究 课题 ， 
为 防止 遗传 漂移 和 基因 丢失 ,应 加 强 该 领域 的 研究 工作 。 

四 、 低 温 贮存 中 种 子 活力 的 跟踪 监测 

种 子 生 活力 监测 目前 主要 采用 固定 样本 法 和 序列 测定 法 。 固 
定 样本 法 每 次 需 种 子 200 一 400 粒 ,数目 偏 大 , 若 贮存 材料 不 多 , 则 
不 宜 采用 。 序 列 测定 法 每 次 只 需 20 一 40 粒 种 子 ,准确 性 可 靠 , 故 
1985 年 IBPGR 把 此 法 推荐 为 种 质 库 种 子 生活 力 监 测 方法 。 固 定 
样本 法 是 标准 的 发 芽 测 定 方法 。 中 小 粒 种 子 每 处 理 用 100 粒 种 
子 , 重 复 四 次 ,计算 平均 数 。 大 粒 种 子 每 处 理 用 50 粒 种 子 ,重复 四 
次 , 取 平 均 数 。 此 法 准确 性 高 ,缺点 是 用 种 量 大 。 序 列 测定 法 采用 
频率 分 布 原理 , 需 事先 确定 每 种 作物 的 参数 ,按照 设 定 值 和 一 定 的 
计算 公式 通过 计算 确定 该 种 子 是 继续 保存 或 需要 更 新 还 是 继续 测 
定 。 序 列 测定 法 测定 前 就 需 定 6 个 参数 : Po 生活 力 水 平 , 一 般 为 
0.85; Pi ,生活 力 水 平 ,一 般 为 0.75;a=B=0.5,a 和 8B 为 概率 , 见 
图 11 -4;n 为 每 次 测定 的 种 子粒 数 ,n= 40( 或 20); N 为 允许 用 
于 测定 的 最 大 种 子粒 数 ,大 粒 种 子 如 花生 等 种 子 为 200 粒 , 中 小 粒 
种 子 为 400 粒 。 计 算式 是 :如 果 a= logy -g)> = logta -o/c 
= log(Po/P1) +d =logia -p 71 -pM 


~ ctd 
有 了 上 述 计 算 结 果 , 按 下 列 各 式 做 出 决断 :如果 Km> 
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Hm , 则 继续 保存 ; OB Km 三 Dm , 则 更 新 ;@ 如 Dm < Km < 
Dm , 则 继续 测定 。 

H 表示 种 子 生活 力 高 于 更 新 标准 或 低 于 更 新 标准 的 一 种 禽 
WA, m 表示 所 测定 的 种 子 总 数目 , 欲 继 续 测定 ,必须 使 m < N。 
车 m > NN, 则 用 下 列 公 式 判 断 :Q@ 若 Km 之 (Dm + Hm ) 人 2, 继续 保 
FORM Km < (Dm + Hm ) 人 2, 则 更 新 , Km 表示 发 芽 的 总 
粒 数 。 


THAR FF AY RE 
1. 00 


Pe Pi 生活 力 


图 11-4 序列 测定 的 参数 值 
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第 12 章 植物 离 体 材料 冻 存 概述 


传统 的 植物 种 质 库 通常 表现 为 以 收集 种 子 为 主 , 从 种 子 保存 
来 看 , 它 可 分 成 两 类 : 非 奖 白 型 种 子 (orthodox seeds) SWARE F 
(recalcitrant seeds)。 其 中 顽 折 型 种 子 含水 量 高 ,不 能 忍受 干燥 , 仅 
能 存活 几 周 或 几 个 月 ,很 难 长 期 保存 。 另 外 ,有 些 植物 行营 养 繁 
殖 ,不 产生 种 子 。 可 见 ,种 子 保存 存在 着 极 大 的 局 限 性 。 植 物 离 体 
材料 的 超低温 保存 为 种 质 长 期 保存 开辟 了 有 效 的 途径 。 现 已 证 
明 , 植 物 离 体 材料 经 超低温 保存 后 , 仍 能 在 适宜 的 条 件 下 迅速 大 量 
繁殖 ,再 生出 新 的 植株 ,并 保持 原来 的 遗传 特性 。 目 前 已 有 多 种 植 
物 离 体 材料 被 用 于 超低温 保存 研究 , 且 获 得 极 佳 的 保存 效果 , 见 表 


12-1, 

表 12-1 植物 离 体 材料 的 超低温 保存 现状 
种 (Species) 时 间 ( 年 ) 研究 者 

细胞 培养 物 : i 
枫 树 (A. pseudoplatanus) 1974 Y. Sugawara 
Mi i (A. belladona) 1975 K. K. Nag 
油 3% (B. napus) 1982 L. A. Withers 
RR 椒 (C. annum) 1977 L. A. Withers 
长 春花 (C. roseus) 1982 K. K. Kartha 
毛 曼 陀 罗 (DD. innoxia) 1982 R. H. Hauptmann 
曼 陀 罗 (D. stramonium) 1976 Y. P. S. Bajaj 
EW (D. lanata) 1982 B. Dietrich 
WB h (D. carota) 1973 K.K. Nag 
大 豆 (G.mar) 1976 Y. P. S. Bajaj 
大 Æ (H. vulgare) 1982 L. A. Withers 


天 仙子 (H. muticus) 1980 L. A. Withers 
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种 (Species) 时 间 ( 年 ) 研究 者 
Æ Æ (M.domestica) 1984 J. Dereuddre 
烟 草 (N. plumbaginifolia) 1983 A. D. Maddox 
水 稻 (O. stim) 1982 R.R. Cella 
人 B (P. ginseng) 1984 R. G. Butenko 
Hh 树 (P.sp.) 1980 W. D. Binder 
花旗 松 (P. menziesii ) 1980 W. D. Binder 
红色 玫瑰 (R. paul’ s slarlet ) 1980 L.A. Withers 
高 Æ (S. bicolor) 1980 L. A. Withers 
E 米 (Z. mays) 1979 L. A. Withers 
愈 伤 组 织 培养 物 , 
MKA(L. vera) 1983 K. Watanabe 
RHE (M. sativa) 1980 B. J. Finkle 
水 (O. sativa) 1994 田 永 中 、 郑 从 义 等 
野生 稻 (O. rufipogon) 1996 BRIE , 郑 从 义 等 
ARI 38 (P . dactylifera) 1980 B. J. Finkle 
tH BCP. sp) 1973 A. Sakai 
H RECS. sp) 1979 J. M. Ulrich 
小 Æ(T. aestivum) 1985 T. H. H. Chen 
美洲 榆 (U. americana ) 1984 J. M. Ulrich 
原生 质 体 : 
无 芒 省 麦 (也 .inaermzis) 1978 R. A. Mazur 
ERF (D. innaria) 1982 R. H. Hauptmann 
Bb (D. carota) 1978 R.A. Mazur 
大 豆 (G. max) 1982 M. Takeuchi 
大 Æ (H. vulgare) 1974 Y. Sugawara 
水 稻 (O. sativa) 1988 唐 定 台 等 
小 Æ (T.aestivum) 1974 Y. Sugawara 
玉 米 (Z. mays) 1980 L. A. Withers 
玉 米 (Z. mays) 1990 张 士 波 等 
分 生 组 织 / 芽 尖 ; 
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种 (Species) 时 间 { 年 ) 研究 者 
落花 生 (A. hypogea) 1979 Y. P. S. Bajaj 
油 菜 (B. napus) 1984 E. E. Benson 
WRT (C.arietinum) 1978 K.K. Kartha 
WET t(D. caryophyilus) 1976 M. Seibert 
草 % (F.ananassa) 1978 A. Sakai 
4% fi (L.esculentum) 1978 B. W. W. Grout 
Æ 果 (M.domestica) 1978 A. Sakai 
> OM (M.esculenta) 1977 Y. P. S. Bajaj 
Bi 豆 (P.sativum) 1979 K. K. Kartha 
马铃薯 (S. tuberosum) 1981 L.E. Towill 
E JR EB: 

油 #(B. napus) 1993 梁 立 . 郑 从 义 等 
RHE (B. campestris ) 1993 Ry , 郑 从 义 等 

A 合 (L. davidii) 1995 陈 钟 颖 等 

#48 b (D. carota) 1991 J. Dereuddre 


§12.1 影响 植物 离 体 材料 冻 存 效果 的 主要 因素 


一 、 冻 存 材料 的 基本 特性 

冻 存 材料 的 基本 特性 包括 植物 的 基因 型 SRR AA 
和 细胞 的 年 龄 等 。 不 同 基因 型 的 植物 离 体 材料 对 超低温 冻 存 的 反 
应 各 不 相同 , 冻 后 存活 率 的 显著 差异 不 仅 存在 于 种 间 , 而 且 存 在 于 
同 种 的 不 同 品系 间 。 因 此 ,保存 不 同 的 植物 离 体 材料 ,需要 采用 相 
应 的 技术 方法 。 

植物 细胞 培养 物 的 生长 年 龄 是 决定 冻 后 细胞 存活 率 的 最 重要 
因素 之 一 。 因 为 植物 抗 冻 性 的 提高 与 细胞 的 分 裂 和 生长 活动 等 各 
种 生命 活动 有 密切 关系 。Nag 和 Street 发 现 ,高 细胞 质 .无 液 泡 、 
壁 薄 的 小 分 生 细 胞 冻 后 的 存活 率 明显 高 于 含 大 量 液 泡 的 大 细胞 ， 
取 延 滞 生 长 后 期 或 指数 生长 期 的 细胞 培养 物 用 于 冻 存 ,通常 能 获 
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得 较 高 的 存活 率 。 此 外 , 冻 后 细胞 的 恢复 生长 依赖 于 保持 分 裂 能 
力 的 细胞 浓度 , 即 高 密度 的 活性 细胞 是 细胞 冻 后 生活 力 稳定 的 重 
要 指标 。 细 胞 体积 大 小 本 身 对 冻 存 效果 也 有 不 同 程度 的 影响 , 体 
积 过 大 或 过 小 均 直接 影响 冻 存 效果 。 

决定 植物 器 官 胚 及 花粉 冻 存 生活 力 的 因素 主要 是 温度 和 含 
水 量 。 适 度 干 燥 的 花粉 结合 超低温 保存 可 望 成 为 一 种 永久 性 保存 
植物 花粉 的 手段 。 迄 今 进 行 花粉 超低温 保存 的 植物 已 达 30 多 种 ， 
花粉 的 有 效 保存 ,能 解决 杂交 亲本 的 花期 不 育 和 异地 植物 杂交 上 
的 困难 。 近 几 年 ,由 于 冻 存 技术 的 更 新 ,器 官 体 细胞 胚 \ 合 子 胚 冻 
存 成 功 的 报道 已 日 浙 增多 ,植物 种 质保 存 已 上 了 一 个 新 台阶 。 

二 、 冻 存 材 料 的 生理 状况 

预 处 理 对 于 调整 植物 离 体 材料 的 生理 状况 非常 有 效 。 通 过 预 
处 理 的 植物 材料 ,增加 了 细胞 分 裂 与 分 化 的 同步 性 ,减少 了 细胞 内 
自由 水 的 含量 ,使 细胞 的 抗 冻 力 大 大 提高 ,奠定 了 冻 后 保持 较 高 生 
活力 的 基础 。 

对 于 植物 离 体 培养 物 , 常 在 冻 存 前 进行 不 同 程度 的 预 处 理 以 
提高 抗 冻 力 ,处 理 包括 增加 培养 基 中 的 糖 浓 度 、 提 高 渗透 压 \ 减 少 
细胞 内 自由 水 的 含量 ,或 者 在 预 培 养 基 中 加 入 诱导 抗 寒 力 的 物质 
或 冻 存 保护 剂 ,如 脱落 酸 SLE A OR SE, HE 
高 培养 基 渗 透 压 的 预 处 理 ,埃及 榕树 ,大豆 及 毛 地 黄 等 植物 离 体 培 
养 细胞 的 冻 后 存活 率 明显 提高 。 石 竹 的 茎 尖 在 含 0.75molML H 
糖 培养 基 中 预 培养 后 , 冻 后 植株 再 生 率 接近 100%. A HG 
组 织 \ 长 春花 细胞 . 碗 豆 的 茎 尖 分 生 组 织 于 含 5% 二 甲 亚 砚 的 培养 
基 上 预 培 养 后 , 极 大 地 提高 了 冻 后 存活 率 。 而 白云 杉 的 细胞 培养 
WRATES 0. 4mol/L 山梨 醇 的 培养 基 中 预 培养 24 小 时 后 ,才能 
得 到 高 浓度 的 存活 细胞 用 于 冻 存 。Goldner 报道 , 毛 地 黄 的 细胞 培 
养 物 在 补 加 海藻 糖 的 培养 基 中 预 培养 ,不 仅 冻 后 存活 率 高 , 且 细 胞 
开始 恢复 生长 所 需 的 修复 时 间 也 缩短 。 

三 、 冻 存 保护 剂 的 合理 使 用 

冻 存 保护 剂 的 使 用 能 减少 超低温 保存 时 冰冻 造成 对 细胞 的 损 
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伤 。 植 物 离 体 材料 的 冻 存 ,必须 视 材 料 的 不 同 而 选择 适宜 的 冻 存 
保护 剂 。 常 用 的 冻 存 保护 剂 有 二 甲 亚 砚 (DMSO) .甘油 、 糖 和 糖 醇 
类 物质 , 某 些 氨 基 酸 、 多 肽 及 聚 乙 二 醇 等 。 

二 甲 亚 砚 是 一 种 广泛 采用 的 冻 存 保护 剂 , 它 的 作用 机 理 是 使 
液态 水 开始 和 终止 结 冰 的 温度 相应 降低 ,到 达 细 胞 内 外 水 莱 汽 压 
平衡 所 需 的 时 间 延 长 ,这 种 作用 与 二 甲 亚 碘 的 浓度 成 正比 。 但 二 
甲 亚 硕 是 一 种 毒性 物质 ,增加 使 用 浓度 或 延长 处 理 时 间 均 有 可 能 
引起 冻 存 材料 的 遗传 变异 ,尤其 是 在 过 高 的 温度 时 要 避免 处 理 时 
间 过 长 。 控 制 使 用 浓度 为 5% ~ 10% ,一 般 能 表现 出 很 好 的 保护 
BR 

山梨 醇 在 植物 离 体 材料 冻 存 中 ,已 被 认为 是 一 种 常用 的 保护 
剂 ,与 二 甲 亚 砚 相 比 ,无 毒性 , 且 对 植物 细胞 具有 脱水 与 生理 调节 
的 双重 功效 。 当 很 多 植物 材料 单独 使 用 二 甲 亚 砚 冻 存 效果 不 佳 
时 ,采用 山梨 醇 作为 复合 保护 剂 ,可 有 效 改善 冻 存 效果 。 这 种 设计 
在 于 利用 非 渗透 性 的 保护 剂 山梨 醇 降 低 细胞 含水 量 及 冰晶 形成 速 
度 , 使 渗透 性 保护 剂 二 甲 亚 砚 能 尽快 进入 细胞 ,减少 冰冻 引起 的 细 
胞 脱水 作用 ,二 者 结合 达到 扬长 避 短 的 使 用 效果 。 它 们 的 组 合 使 
用 ,使 包括 玉米 ,麻子 甜菜 及 木 本 植物 在 内 的 许多 植物 离 体 材料 
冻 后 存活 率 显著 提高 。 

Ulrich 和 Finkle 等 在 二 甲 亚 砚 和 葡萄 糖 的 混合 液 中 加 入 聚 乙 
二 醇 (PEG6000) , 配 成 10% 二 甲 亚 硕 +8% 葡 萄 糖 + 10% KZ — 
醇 复合 保护 剂 系统 ,使 束 椰 树 傅 伤 组 织 的 冻 后 存活 率 接近 100% 。 
随后 ,用 这 种 保护 剂 系统 成 功 地 保存 了 甘蔗 水稻、 小麦, 大 豆 . 胡 
Sh ,芦笋 .苹果 \ 首 著 及 美国 榆 等 愈 伤 组织 和 悬浮 细胞 培养 物 。 

近年 来 ,Growe 等 发 现 海藻 糖 能 与 磷脂 相互 作用 而 稳定 细胞 
膜 结构 ,防止 冰冻 对 细胞 膜 造 成 的 直接 损伤 ,因而 它 也 被 用 作 冰 冻 
保护 剂 。Bhandal 等 用 海藻 糖 作为 单一 保护 剂 ,成 功 地 保存 了 胡 葛 
bh ,烟草 等 细胞 培养 物 。 另 外 ,植物 离 体 材料 的 超低温 冻 存 中 , 选 
用 且 氨 酸 为 冻 存 保护 剂 能 稳定 冻 存 细胞 中 的 蛋白 质 结 构 , 冻 存 保 
护 效应 甚 佳 。 现 已 证 明 , 在 玉米 、 蓄 茄 . 水 稳 等 离 体 材料 冻 存 中 应 
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四 、 冻 存 降温 速率 的 有 效 选 择 

植物 离 体 材料 的 超低温 冻 存 采用 快速 , 慢 速 及 逐 级 降温 法 。 
对 于 原生 质 体 , 芸 浮 细胞 . 愈 伤 组 织 和 某 些 植物 的 葵 尖 , 宜 用 慢 速 
降温 冻 存 , 使 细胞 内 的 水 分 有 充足 的 时 间 不 断 流 到 细胞 外 结 冰 , 达 
到 良好 的 脱水 效应 ,避免 细胞 内 结 冰 。 而 像 花粉 .分 生 组 织 等 组 
SR ,器官 的 冻 存 ,可 根据 其 含水 量 的 多 少 ,组 织 块 的 大 小 ,酌情 选择 
降温 速率 ,其 目的 是 使 冻 存 的 材料 获得 最 佳 的 冻 后 恢复 生长 能 力 。 

植物 离 体 材料 的 冻 存 ,最 重要 的 因素 是 降温 速率 、 预 冻 温度 及 
其 停留 时 间 。Kartha 发 现 ,草莓 生长 点 的 降温 速率 必须 严格 控制 
在 -0.5 一 -1.0C /min 范围 内 ,否则 冻 后 存活 率 明显 下 降 。 木 苗 
葵 尖 保存 时 , 若 预 冻 时 温度 从 — 20°C 降 到 - 40°C , 则 冻 后 存活 率 也 
将 从 91% 下 降 到 3.3% 。 此 外 ,在 预 冻 温度 下 停留 一 段 时 间 也 是 
十 分 必要 的 , 它 对 存活 率 起 着 关键 性 的 作用 。 笔 者 在 研究 中 发 现 ， 
于 -10C 下 保持 15 分 钟 和 -40C 下 保持 1 小 时 ,能 显著 提高 水 稻 
愈 伤 组 织 冻 后 存活 率 及 其 再 生 植株 的 能 力 。 

不 同 生物 材料 的 冻 存 ,降温 速率 明显 不 同 。 就 慢 速 降温 而 言 ， 
其 降温 速率 可 以 在 -0.1 一 -5C /min 之 间 变 化 。 植 物 离 体 材料 
的 冻 存 降温 速率 则 以 -0.5 一 — 1. OT Amin 为 佳 ,时 间 则 视 材 料 的 
特性 而 调整 , 一般 控制 在 1 一 2 小 时 以 内 ,也 就 是 降 到 - 30 ~ - 
AOC 的 终点 温度 时 ,材料 就 可 直接 浸泡 在 液 气 中 贮存 。 

五 、 冻 存 材料 的 复苏 及 后 处 理 

植物 离 体 材 料 从 调整 生理 状况 到 冻 存 过 程 中 的 每 一 个 操作 都 
影响 冻 后 存活 率 ,所 以 研究 者 总 是 精心 设计 ,周密 安排 ,以 获得 预 
期 的 冻 存 效果 。 相 比 之 下 , 冻 存 材料 的 复苏 (或 解冻 ) 操 作 就 简单 
多 了 ,一 般 采用 37 一 40 信 水浴 快速 解冻 即 可 。 当 然 ,从 理论 上 讲 ， 
车 冻 存 材料 的 解冻 温度 及 时 间 掌 握 不 好 ,会 不 同 程度 地 引起 细胞 
内 次 生 结 冰 而 对 细胞 造成 损伤 , 故 复苏 以 快速 为 妥 。 

植物 离 体 冻 存 材料 在 解冻 后 ,应 尽 可 能 快 地 进行 后 处 理 ,避免 
保护 剂 带 来 的 不 利 影响 。 通 常 采用 培养 液 洗涤 去 除 保护 剂 ,接种 
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到 最 佳 生 长 条 件 下 让 其 迅速 恢复 生长 ,也 可 通过 活性 测定 及 时 监 
测 冻 存 效果 。Withers 等 却 认为 ,植物 离 体 材料 解冻 后 的 洗涤 步骤 
不 宜 采用 ,洗涤 反而 会 引起 细胞 质 壁 分 离 ,造成 冻 后 细胞 的 机 械 损 
伤 ,同时 洗涤 还 会 影响 存活 细胞 的 比例 。 已 有 报道 显示 ,在 玉米 、 
AZEMA .甘蔗 和 长 春花 中 观察 到 不 洗涤 能 提高 存活 率 ,增加 正常 
苗 形成 的 比例 。 


$12.2 植物 离 体 材料 冻 存 实用 方法 


选择 适合 于 某 种 植物 材料 冻 存 的 技术 方法 时 ,综合 评估 相关 
技术 的 特点 是 极为 重要 的 ,除了 论证 该 技术 方法 的 可 靠 性 ,考虑 其 
实用 性 外 ,还 必须 比较 与 该 技术 相关 的 各 种 参数 ,做 到 心中 有 数 。 
在 实际 工作 中 ,比较 稳妥 的 做 法 是 首先 确定 使 用 某 种 较为 成 熟 的 
方法 ,进行 必要 的 预 实验 ,然后 根据 实验 结果 ,参考 新 的 文献 ,设计 
适合 于 欲 洪 存 的 特殊 植物 种 属 ,组织 类 型 的 实验 方案 。 事 实 上 , 稳 
妥 的 做 法 并 非 保守 ,对 于 植物 材料 的 冻 存 而 言 ,此 种 做 法 是 众多 学 
者 所 推荐 的 。 因 为 很 多 植物 种 属 的 细胞 .组织 ,器官 乃至 胚胎 对 冷 
冻 特别 敏感 , 易 因 环境 温度 的 改变 而 受 冻 死亡 。 尤 其 是 植物 材料 
直接 浸泡 在 一 定 的 介质 中 ,pH 值 ,渗透 压 的 变化 均 能 对 细胞 造成 
影响 。 即 使 是 低温 保护 剂 的 浓度 差异 , 某 种 不 利 添加 因子 的 存在 ， 
都 会 使 细胞 产生 生理 性 脱水 而 死亡 ,结果 直接 影响 冻 存 材料 的 质 
E. 植物 材料 的 超低温 冻 存 增加 了 多 种 预 培养 、 预 处 理 程序 ,使 冻 
存 操作 更 为 复杂 , 冻 存 方法 多 种 多 样 ,从 而 增加 了 选择 最 佳 冻 存 方 
法 的 重要 性 和 必要 性 。 

一 、 超 低温 保存 的 关键 设备 

(一 ) 冷冻 降温 设备 

冷冻 降温 仪器 是 生物 材料 超低温 冻 存 的 重要 设备 。 精 良 的 冷 
冻 降温 设备 可 改善 植物 材料 的 冷冻 状态 ,提高 冻 后 的 生存 力 及 再 
生 率 。 故 选择 适宜 的 产品 ,型 号 极为 重要 。 目 前 ,可 供 选择 的 冷冻 
降温 设备 有 进口 和 国产 两 大 类 :进口 降温 设备 主要 有 英国 Planer 
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公司 .美国 Cryomed 公司 .法国 L’ Air Liquide 公司 产品 ,具有 设计 
SH PAA ,温度 选择 范围 广 、 自 动 化 程度 高 .省 液 氮 、 体 积 小 、 
经 久 耐 用 等 特点 。 如 笔者 实验 室 使 用 的 英国 Planer 公司 的 程控 
降温 仪 的 控 温 范围 可 从 30 ~ - 1800 任意 调整 ,降温 范围 精确 到 
一 0.01C Amin ~ - 30T /min, 升 温 范 围 可 在 0.01C /min~ 10C / 
min 之 间 变动 但 进口 降温 设备 价格 比较 昂贵 ,通常 是 国产 同类 
型 号 价格 的 5 倍 以 上 。 国 产 降 温 设 备 有 上 海 华东 工业 大 学 低温 工 
程 研究 室 ,北京 军事 医学 科学 院 实验 仪器 厂 天津 中 国医 学 科学 院 
血液 学 研究 所 的 产品 。 其 中 上 海 华 东 工 业 大 学 低温 室 研 制 的 高 精 
度 程 控 降温 仪 在 国内 具有 较 大 的 市 场 占有 率 , 受 到 用 户 的 好 评 。 
该 降温 仪 与 国外 用 电磁 阀 控 制 的 产品 不 同 ,利用 液 氮 自然 燕 发 在 
杜 瓦 颈 管 部 分 形成 的 温度 梯度 ,用 步 进 电机 实行 降温 控制 ,在 液 氨 
耗 量 和 实现 极 慢 速 降温 两 个 方面 有 所 突破 ,产品 性 能 接近 或 达到 
国外 同类 产品 的 水 平 。 其 他 国产 的 同类 产品 降温 精度 稍微 差 一 
些 , 但 性 能 还 比较 稳定 ,价格 也 较为 合理 ,能 满足 一 般 冻 存 生 物 材 
料 的 和 需要。 冷冻 降温 设备 的 结构 ,组 成 大 同 小 异 , 主 要 由 四 个 重要 
.部 分 组 成 : 

(1) 程控 降温 仪 ,具有 较 大 的 控 温 范围 (30~ - 150Y /min 任 
意 选择 ) ,而 最 慢 降温 指数 不 得 高 于 0.1C /min。 

(2) 样品 冷冻 室 ( 立 式 或 卧 式 )。 

(3) MAMAR 

(4) 液 氮 容器 (30 一 50L)。 

(二 ) 其 他 设备 与 仪器 

(1) 长 期 贮存 冷冻 样品 的 液 氢 容器 (30L.S0L,.100L、250L、 
500L) ,大 容量 的 液 氨 容 器 最 好 配 报警 系统 。 

` (2) 液 氮 运输 容器 (30L、50L、100L)。 

(3) “RUE (3~5L) 

(4) 液 氮 生产 机 (选择 型 号 视 生产 规模 大 小 而 定 )。 

(5) 低温 冷冻 管 (1.8 一 2.0ml) ERA .夹子 等 。 

(6) 安全 器 具 ( 耐 温 手套 ME AAIR) 
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(7) 低温 冰箱 ( -20C 以 下 )。 

(8) 复 温水 浴 箱 ( 控 温 范围 1.0 一 100Y )。 

二 、 植 物 材料 超低温 冻 存 的 基本 技术 

(一 ) 标准 的 预 生长 体系 

(1) 制备 标准 的 液体 或 半 固 体 培养 基 , 必要 时 补 加 某 种 糖 醇 
类 、 氨 基 酸 化 合 物 ,如 甘露 醉 、 山 梨 醇 、 芒 糖 、 葡 萄 糖 ,海藻 糖 、 且 氨 
酸 等 ,其 浓度 范围 以 0.3 一 0. SmolL 为 妥 。 制 备 后 的 预 生长 培养 
基 按 常 法 高 压 灭 菌 后 备用 。 

(2) 接种 优良 的 植物 材料 于 预 生长 培养 基 中 , 置 于 25~28T 
培养 1 一 5 天 。 

(3) 适时 测定 预 培养 材料 的 生存 率 ,观察 其 生长 状态 。 

(4) 选择 最 佳 生长 状态 的 材料 用 于 冻 存 。 

(=) 植物 材料 冻 存 前 脱水 处 理 

植物 组 织 或 细胞 的 含水 量 与 其 致死 性 有 直接 的 关系 ,被 认为 
具有 种 的 特异 性 。 对 于 植物 材料 的 超低温 冻 存 而 言 ,组织 细胞 的 
高 含水 量 对 冻 存 不 利 , 故 冻 存 前 ,不同 组 织 材料 有 一 个 脱水 处 理 过 
程 。 尽 管 脱水 处 理 对 植物 材料 的 冻 存 是 有 利 的 ,但 脱水 程度 也 是 
有 限 的 ,必须 控制 在 其 耐 受 脱水 程度 的 范围 内 。 植 物 材料 脱水 有 
四 种 基本 方法 可 取 。 

(1) 低温 保护 剂 脱水 

OD 制备 标准 化 的 液体 或 固体 培养 基 ,添加 甘露 醇 蔗糖 .葡萄 
BE ,山梨 醇 的 任意 一 种 , 终 浓度 为 0.5 一 1.5molLL ,制备 成 脱水 培 
养 基 。 

@ 测定 待 脱水 组 织 的 鲜 重 ,立刻 转 人 脱水 培养 基 中 ,在 适当 
温度 下 脱水 。 

© 视 材料 的 不 同 ,确定 脱水 时 间 ,一 般 采 用 短 的 脱水 时 间 (2 
一 24 小 时 ) 或 长 时 间 脱 水 (1 一 7 天 ) 两 种 方式 。 

© 定时 取样 ,测定 脱水 后 组 织 的 重量 。 

O 按 下 式 计 算 植 物 材料 的 最 大 水 分 丧失 量 与 最 低 含水 量 , 选 
择 低温 保护 剂 预 冻 脱水 的 最 佳 处 理 程序 。 
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失 水 率 (%) -材料 鲜 重 MEET A eg 


(2) 空气 干燥 脱水 

O 挑选 优良 的 实验 材料 ,测定 其 鲜 重 , 移 至 洁净 的 玻璃 平 亚 
或 托盘 中 ,将 其 均匀 分 散 。 

© 将 脱水 材料 置 于 超 净 工作 台 上 以 无 菌 层 流 空气 间隙 干燥 
脱水 ;或 在 一 个 密闭 容器 中 ,以 压力 蒸汽 快速 穿 透 的 方式 瞬间 干燥 
脱水 。 

@ 控制 脱水 时 间 ,以 达到 最 佳 脱水 效果 为 止 。 

@ 测定 植物 组 织 材料 脱水 后 的 干 重 , 按 前 面 的 公式 计算 百 分 
失 水 量 , 确 定 所 选择 的 最 佳 脱水 方案 。 

低温 保护 剂 脱水 和 空气 干燥 脱水 的 方法 既 可 单独 使 用 ,也 可 
交替 结合 使 用 ,广泛 用 于 植物 的 合子 胚 \ 体 细胞 胚 \ 胚 轴 、 节 杆 枝 段 
和 愈 伤 组 织 的 脱水 。 

(3) 硅胶 干燥 脱水 ”硅胶 干燥 脱水 的 操作 与 空气 干燥 脱水 类 
似 ,不 同 之 处 在 于 以 硅胶 代替 层 流 空气 和 压力 蒸汽 ,在 一 种 比较 组 
和 的 条 件 下 脱水 , 且 时 间 相对 较 长 。 

(4) 包 右 脱水 处 理 

O BRERA 

A) Be til & 3.9 (W/V) E I AR GA K GS is HE I 9 SE ( fo BE 
剂 )。 

B) 配制 含 100mmolML CaCl, 的 标准 液体 培养 基 ( 固 化 剂 ) 。 

© 精 选 待 脱水 材料 ,将 其 移 至 一 个 洁净 的 三 角 瓶 中 ,加 25ml 
左右 的 海藻 酸 钠 培养 基 , 缓 组 摇动 使 材料 浸泡 ,注意 避免 产生 过 多 
气泡 。 

®© 吸取 50m! 100mmol/L 的 CaCl, 标准 培养 基 到 一 个 圆 形 三 
角 瓶 中 备用 。 

@ 用 Sml 大 口 吸 管 吸取 于 海藻 酸 钠 液 中 浸泡 的 材料 ,并 用 一 
滤纸 片上 轻 轻 吸 去 管 尖 上 过 量 的 海藻 酸 钠 液 。 

© 将 吸管 插入 圆 形 三 角 瓶 中 的 CaCl 培养 基 上 方 , 缓 缓 下 滴 

298 


植物 材料 悬 液 。 此 时 ,材料 悬 液 与 Ca?* 离子 接触 ,形成 海藻 酸 盐 
固态 微 球 ,每 个 微 球 里 包 囊 大 约 1 一 3 个 材料 块 。 

© 倾 去 过 量 的 固化 基质 ,取出 微 球 , 并 使 其 继续 聚合 30 分 钟 。 

O 将 包 圳 后 的 材料 分 成 多 个 复 份 样品 ,在 滤纸 上 吹 干 , 移 到 
标准 的 半 固 体 培养 基 上 培养 。 如 脱水 在 含 其 他 成 分 的 液体 培养 基 
中 进行 ,脱水 时 间 为 2 一 16 小 时 或 1~5 天 不 等 。 然 后 ,从 每 一 处 
理 中 间隔 取出 复 份 样品 接种 到 半 固 体 培养 基 中 培养 。 

移 取 剩 下 的 复 份 样品 到 玻璃 平 由 中 , 置 于 超 净 工作 台 上 以 
无 菌 层 流 空气 风干 1 一 4 小 时 ,并 间隔 接种 包 右 的 材料 到 标准 的 半 
固体 培养 基 中 。 

O 测定 每 一 处 理 阶段 脱水 材料 的 存活 率 ,选择 最 佳 的 脱水 
程序 。 

包 囊 脱水 处 理 与 低温 保护 剂 脱水 相 结 合 ,对 植物 的 芽 尖 和 体 
积 大 的 组 织 块 脱 水 比较 有 效 ,已 成 功 地 用 于 土豆 芽 尖 的 脱水 ,提高 
了 其 冻 存 后 的 生存 率 。 

(=) 常用 的 冻 存 程序 

就 植物 细胞 培养 物 而 言 ,采用 Withers 和 King 的 标准 方法 冻 
存 ,通常 可 以 获得 理想 的 效果 。 而 像 芽 尖 一 类 的 材料 则 不 然 ,它们 
具有 较 高 的 种 属 特异 性 ,必须 视 材料 来 源 的 不 同 有 所 调整 。 下 面 
列 出 的 降温 程序 对 于 大 多 数 材料 应 是 可 行 的 。 有 时 TA 
织 培养 物 的 冻 存 较为 困难 ,应 尽 可 能 采用 几 种 不 同 的 程序 进行 比 
较 , 选 择 最 佳 的 冻 存 方案 ,从 而 抵消 由 于 培养 中 过 长 分 化 带 来 的 影 
响 。 当 几 种 冻 存 程序 都 不 能 获得 有 效 的 冻 存 结果 ,就 需要 考虑 可 
能 存在 低温 保护 剂 、 预 处 理 因素 与 降温 程序 的 相互 影响 问题 ,只 有 
较 好 地 协调 相互 间 的 影响 因素 ,才能 达到 预期 的 降温 效果 。 

(1) 植物 材料 冻 存 的 程控 降温 程序 

O 将 预 处 理 后 的 植物 材料 移 置 到 含有 Im 低温 保护 剂 (DM- 
SO) 的 低温 冻 存 管 中 (2ml)。 

@ 根据 冻 存 材料 的 特性 ,将 降温 仪 的 开始 温度 调整 到 OT 或 
25T 。 
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© 设置 不 同 的 降温 速率 , 常 采 用 一 5C /min、 一 1.0C /min、 
-0.SC Anin, — 0.25 Amin, — 0.1C /min 的 降温 速率 降 到 
-30C 或 -40C。 

© 设置 中 间 转 换 温度 ,一 般 为 OC .- 100. - 150, - 200, 
-25€ ,-30T .- 40T. 

© 设置 不 同 的 保温 时 间 :20 分 钟 .40 分 钟 .60 分 钟 。 

© 程序 运行 结束 ,将 冻 存 管 直接 投入 液 氮 贮存 。 

D 按 常 规 方法 解冻 ,测定 冻 存 材料 的 生存 率 。 

(2) 植物 材料 的 直接 冻 存 程序 

D 将 待 冻 存 材料 经 化 学 保护 剂 脱 水 .无 菌 层 流 空气 风干 脱水 
或 海藻 酸 盐 包 于 脱水 。 

© 将 脱水 后 的 材料 以 干燥 状态 (无 保护 剂 溶液 浸泡 ) 分 装 冷 
冻 管 。 

@ 直接 投入 液 氮 中 贮存 。 

D 按 常规 方法 解冻 ,测定 冻 后 生存 率 。 

三 、 植 物 冻 存 材料 的 解冻 与 复活 

(1) 从 液 所 中 取出 冷冻 样品 管 , 立 刻 投 入 37 一 40 人 水 浴 中 快 
速 解冻 ,以 1 分 钟 内 完全 解冻 为 佳 。 

(2) 接种 冻 存 材料 到 标准 的 半 固 体 培养 基 中 培养 。 

(3) 用 TTC( 测 定 组 织 AEE JRE RE Ot aT HE) BR FDA( 测 
定单 细胞 、 花 粉 等 的 活性 ) 方 法 直接 染色 ,测定 冻 存 材料 的 相对 存 
活 率 。 

(4) 根据 冻 存 材料 的 相对 存活 率 和 直接 培养 的 生长 状况 , 调 
整 冻 存 降温 程序 ,以 达到 冻 后 最 高 生存 率 为 标准 。 


$12.3 植物 材料 冻 存 的 质量 控制 方法 


任何 一 种 成 功 的 冻 存 技术 都 需 快速 .灵敏 的 检测 方法 来 评估 
质量 ,否则 该 冻 存 技术 就 没有 普及 推广 的 意义 。 下 面 介绍 几 种 重 
要 的 植物 材料 冻 存 质量 控制 方法 供 选 用 。 
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—, XHR— ZM (fluorescein diacetate, FDA) 活 性 染色 

生活 细胞 内 具有 很 强 的 酯 酶 活性 ,它们 可 有 效 裂解 荧光 素 二 
乙酸 酯 ,产生 黄 绿色 荧光 颗粒 ; 而 死 细胞 则 不 具有 了 酯 酶 活性 , 胞 内 
无 任何 荧光 颗粒 存在 。 通 过 紫外 荧光 显微镜 观察 ,可 清楚 地 辨别 
死 \ 活 细胞 。 其 操作 步骤 是 : 

(1) 用 丙酮 配制 0.1%(W/AV)FDA CEW, FACIE. 

(2) 使 用 前 加 几 滴 FDA 贮备 液 到 10ml 液体 培养 基 中 ,充分 
混 匀 , 制 成 应 用 液 。 

(3) 取 1 一 2 块 洁净 载 玻 片 ,吸取 检测 材料 于 载 玻 片上 ,加 见 
滴 FDA 应 用 液 ,放置 几 分 钟 ,使 荧光 染料 充分 进入 细胞 内 , 轻 轻 盖 
ERK. 

(4) 将 材料 置 于 荧光 显微镜 下 用 紫外 物镜 观察 ( 蓝 色 滤 光 
片 )。 
(5) 在 暗 视野 下 计数 荧光 染色 细胞 ,于 明 视 野 下 计数 同一 视 
野 中 的 总 细胞 数 。 

(6) 至 少 重复 计数 5 个 视野 的 细胞 数 , 按 下 列 公式 计算 生存 
率 : 

生存 率 (%)= PARE ABR x100 


(7) 取 重 复 计数 结果 的 平均 值 ,相对 存活 率 以 总 式 存 细胞 群 
体 或 未 冻 存 对 照 细胞 群体 的 活 细胞 百分数 表示 。 

二 、 毛 化 三 葵 基 四 唑 (TITC) 试 验 

活 细胞 内 的 脱 氢 酶 直接 还 原 TCC 生成 红色 甲 腊 (formazan) 
产物 ,该 产物 于 490nm 波长 处 有 最 大 吸收 值 ,用 分 光 光 度 计 可 定 
量 测 产物 的 存在 ,并 间接 推算 活 细胞 的 百分率 。 该 测定 方法 尤其 
适用 于 批量 冻 存 材料 的 活性 测定 。 

(一 ) 试剂 的 配制 

(1) 溶解 0.6gTTC 试剂 在 0.05molL 磷酸 缓冲 液 中 ,配制 成 
0.6%(W/V) 的 TTC 贮 备 液 。 

(2) 95% 的 乙醇 缓冲 液 (pH7.4) +0.05%(V/V) 的 吐 温 80, 
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充分 混 匀 ,配制 成 抽 提 液 。 

(二 ) 具体 方法 

(1) 加 待 测 植物 组 织 到 一 支 洁净 的 试管 内 , 滴 加 3ml TTC 试 
剂 ,于 真空 状态 下 渗透 10 一 20 分 钟 。 

(2) 28C A LK 

(3) 加 7ml 95% 乙醇 抽 提 液 ,水 浴 煮 沸 4 分 钟 , 抽 提 有 色 复 
合 物 。 

(4) 使 样品 充分 混 匀 , 置 500 一 1000g 条 件 下 离心 沉淀 细胞 
碎片 。 

(5) 吸取 离心 沉淀 的 土 清 液 ,在 分 光 光 度 计 上 于 490nm 光波 
长 测定 其 吸收 值 。 

(6) 按 下 式 计算 冻 存 材料 的 百 分 存 活 率 : 


_ 冻 后 样品 的 吸收 值 (490nm 
存活 率 (% ) 一 冻 前 样品 的 吸收 值 (490nmy) X100 


三 、 植 物 材料 冻 存 后 C 的 细胞 化 学 测定 方法 

Ca 在 植物 体内 起 着 第 二 信使 的 作用 , 它 与 钙 调 素 相 结合 ， 
具有 接受 ,传递 和 放大 外 界 信号 ,产生 各 种 生理 生化 反应 的 功能 。 
正常 情况 下 ,Ca?! 主要 存在 于 植物 细胞 内 的 液 泡 中 ,细胞 内 胞 质 
中 的 游离 Cat 水 平 很 低 。 低 温 冻 存 的 不 利 因素 能 造成 植物 细胞 
生理 性 损伤 ,使 细胞 质 和 细胞 核 中 的 CaP 浓度 显著 增加 ,从 而 诱 
发 许多 不 利 的 生理 生化 反应 ,导致 细胞 内 物质 代谢 失控 ,引起 细胞 
的 生理 性 死亡 。 通 过 细胞 化 学 方法 ,能 比较 直观 地 观察 植物 细胞 
内 Ca?” 的 分 布 及 水 平 变 化 ,如 测定 样品 细胞 质 中 Ca2+ 浓度 大 于 
正常 值 ,细胞 生理 性 死亡 的 机 会 增 大 。 这 有 利于 对 冻 后 的 细胞 材 
料 进行 生理 指标 评估 。 王 红 等 人 采用 测 Ca? 的 细胞 化 学 方法 测 
定 了 低温 协 迫 下 水 稻 叶 细胞 内 Cat 水 平 变化 ,证 明 低温 (或 冷冻 ) 
的 不 利用 因素 造成 植物 细胞 质 和 核 内 的 Ca2+ 浓度 增加 ,导致 细胞 
生理 性 死亡 。 

(1) 试剂 的 配制 

D 2% BH ; 100mmol/L 的 磷酸 缓冲 液 (pH7. 1)100ml， 
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EHARA 2.0g,pH 7.6. 

© 初 固定 液 (VAV): 戊 二 醛 (分 析 纯 )3. 0ml, 2% MR 
100ml. 

@ 后 固定 液 ( V/V): RB 1.0ml,2% EHR 100ml. 

(2) 按 常规 复活 冻 存 的 植物 材料 ,用 液体 标准 培养 基 洗 淋 1 一 
2 次 备用 。 同 时 制备 新 鲜 材 料 作 对 照 。 

(3) 将 待 测 的 材料 分 别 投入 现 配 的 初 固定 液 中 进行 初 固定 ， 
通常 于 40 AS 3 小时。 

(4) FA 2% FRR ARERR 3 次 ,每 次 约 半 小 时 。 

(5) 将 洗涤 后 的 材料 移 至 后 固定 液 中 ,于 4 冰箱 内 固定 
WRK. 

(6) 固定 材料 先 用 双 燕 水 先 涤 4 次 ,再 用 pH10.0 的 双 蒸 水 
〈 用 0.1lmolL 的 KOH 调节 pH 值 ) 洗 涤 2 次 ,每 次 半 小 时 。 

(7) 随后 ,经 系列 浓度 的 乙醇 溶液 依次 脱水 , 丙酮 过 渡 ， 
Epon812 包 埋 ,LKB8800 型 超 薄 切 片 机 切片 ,0.5% 的 醋酸 双 氧 铀 
染色 。 

(8) 于 透射 电镜 下 观察 照相 。 

(9) 对 照 切片 的 处 理 , 将 在 电镜 下 已 确定 有 焦 镜 酸 钙 沉 淀 的 
定位 切片 漂浮 在 100mmol /L 的 EDTA(pH8.0) 溶 液 中 ,于 60C At 
理 10~60 分钟 ,使 EDTA 与 Ct 整合 , 脱 去 原 沉淀 中 的 Ca2+ ,再 
置 于 电镜 下 观察 照相 。 

四 、 植 物 材 料 抗 冻 性 的 测定 

植物 细胞 中 线粒体 膜 的 流动 性 与 其 抗 冻 性 有 比较 直接 的 正 相 
关 性 , 即 植物 的 抗 冻 性 越 强 ,线粒体 膜 流动 性 就 越 强 。 测定 线粒体 
膜 的 流动 性 ,为 评价 植物 材料 的 抗 冻 性 提供 了 重要 的 生物 物理 指 
标 。 杨 福 从 等 人 采用 电子 顺 磁 共振 波谱 法 .荧光 偏振 度 法 测定 了 
冷冻 水 稻 线 粒 体 膜 的 流动 性 ,获得 理想 的 结果 。 

(一 ) 电子 顺 磁 共 振 波 谱 测 定 法 

(1) 试剂 制备 

OD 自 旋 标 记 物 :以 氨 仿 为 溶剂 ,制备 0.25mmolML,5,12 ,16 - 
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氨 氧 基 硬 脂 酸 的 自 旋 标记 物 。 

@ 50mmolL 的 K3Fe(CN)¢ 溶液 :以 双 蒸 水 为 溶剂 ,配制 
SOmmol/L 的 K3Fe(CN)6 溶液 。 

© 0. 3mmol/L 的 甘露 醇 溶液 :以 双 蒸 水 为 溶剂 , 配制 
0.3mmolML 的 甘露 醇 溶 液 (pH 7.2) 

(2) 测定 方法 

O 用 常 法 分 离 待 测 植物 材料 中 的 线粒体 ,低温 贮存 备用 。 

© 于 微量 玻 管 中 加 入 4~6pl 自 旋 标 记 物 、100pl BAZ MM, 
真空 干燥 片刻 ,迅速 加 入 10plK3Fe(CN)6 溶液 、30pl 贮备 线粒体 
液 ( 约 含 线粒体 蛋白 质 300ug) ,充分 均匀 。 

© 缓 缓 加 入 甘露 醇 溶液 ,使 总 体积 达 0. 1ml。 

@ 快速 搅拌 5 分 钟 后 装 和 人 测试 样品 管 ,在 常温 ( 约 16Y ) 下 用 
电子 顺 磁 共振 波谱 仪 测定 ESR 波谱 值 , 通 过 计算 公式 计算 。 

(3) 计算 公式 


Ty-T, 
S=0.568 一 二 


aa= 了 (Tu+T) 


S 是 序 参数 ,为 结构 参数 ,反映 的 是 脂 质 分 子 取向 的 平均 变 

化 。 
h \¥4 

re=6.5%10-" x Wel ("2 | -1](s) 

re 是 旋转 相关 时 间 , 反 映 的 是 分 子 运动 的 快慢 。 

有。 为 中 场 线 峰 宽度 ;ho 为 中 场 线 峰 高 度 ;- 1 为 高 场 线 峰 
高 度 。 

S 值 及 re 值 用 来 反映 线粒体 膜 脂 的 流动 性 , S 值 及 r. 值 越 
大 , 膜 脂 流动 性 越 小 ,其 抗 冻 性 较 差 ; 反 之 , 则 抗 式 性 增强 。 

(二 ) 荧光 偏振 度 测定 法 

(1) 用 常 法 制备 植物 材料 的 线粒体 悬 液 ( 约 含 线粒体 蛋白 
200 pg) Filo 

(2) 吸取 荧光 偏振 探 针 DPH KIPI A ok me A (2 x 10-3 mol / 
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L)10ul 于 50ml 小 三 角 瓶 中 ,加 入 8ml0. 3mol/L 的 甘露 醇 溶 液 
(pH 7.2) .2ml 0. Imol/L Tris- HCl 缓冲 液 (pH 7.2)。 

(3) 吸取 上 述 溶液 2ml, 加 20 岂 线粒体 悬 液 , 置 室温 充分 搅拌 
15 分 钟 ,20C 水 浴 保 温 30 分 钟 。 

(4) 于 带 偏 振 附 件 的 荧光 光度 计 上 进行 测定 ,波长 360nm, 同 


时 以 未 加 线 粒 粒 的 DPH 溶液 作对 照 。 
(5) 测定 结果 的 计算 公式 
Fu Gh, ~ _ 1 90.00 
~IntGl, ~ 190.90 


式 中 ,G 为 校正 因子 ; mi 和 分 别 为 起 偏 器 光 轴 垂直 放置 、 
捡 偏 器 光 轴 垂直 和 水 平 放置 测 得 的 荧光 强度 。 

书 值 越 大 , 则 反映 脂 质 的 有 序 性 越 大 ,流动 性 越 小 。P 值 越 
小 , 则 流动 性 越 大 ,植物 的 抗 冻 性 越 强 。 
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第 13 章 植物 离 体 材料 冻 存 实例 


§ 13.1 植物 细胞 培养 物 的 冻 存 


植物 细胞 培养 物 的 广泛 研究 ,不 仅 前 明了 许多 基础 理论 问题 ， 
揭示 了 很 多 生命 现象 ,而 且 在 合理 使 用 生物 资源 ,控制 植物 病害 ， 
解决 育种 难题 等 应 用 研究 方面 也 发 挥 着 重要 的 作用 。 然 而 ,植物 
细胞 培养 物 作 为 最 直接 的 实验 材料 ,虽然 可 在 离 体 状态 下 生长 繁 
殖 ,但 若 在 体外 长 期 传代 ,不 可 避免 地 会 出 现 染色 体 倍数 增加 、 自 
然 突变 基 因 的 累积 \ 表 型 回复 突变 的 产生 \ 有 效 基 因 型 的 退化 或 丧 
失 ,特殊 产物 的 生物 合成 能 力 降低 等 现象 。 另 外 , 稍 不 小 心 ,还 会 
造成 微生物 的 污染 ,使 历经 千 辛 万 苦 获得 的 研究 材料 毁 于 一 旦 。 
不 言 而 喻 ,植物 细胞 培养 物 的 妥善 保存 ,不 仅 具 有 重要 的 学 术 价 
值 ,而 且 还 有 潜在 的 经 济 效益 。 本 节 重 点 介绍 水 稻 细 胞 培养 物 ( 愈 
伤 组 织 ) 的 冻 存 方法 ,为 其 他 植物 细胞 培养 物 的 冻 存 提供 参考 。 

水 稻 是 世界 上 主要 的 粮食 作物 之 一 ,如 何 提高 水 稻 产 量 , 增 强 
品种 抗 性 ,获得 优良 品种 和 保持 优良 性 状 一 直 是 科学 家 面临 的 重 
大 课题 。 稻 属 中 有 22 个 种 ,包括 6 个 基因 组 ,拥有 丰富 的 基因 库 。 
但 稻 属 22 个 种 中 , 仅 2 个 为 栽培 种 ,其 余 20 个 均 为 野生 稻 种 。 从 
生理 .遗传 的 研究 所 知 ,野生 稻 是 稻 种 资源 的 重要 组 成 部 分 , 它 是 
天 然 的 基因 库 ,保存 着 栽培 稳 不 具有 的 或 已 经 消失 了 的 遗传 基因 ， 
并 有 具有 丰富 的 特殊 优良 农艺 性 及 抗 性 。 此 外 ,野生 稳 不 仅 是 水 稳 
育种 的 宝贵 材料 和 新 基因 的 重要 来 源 之 一 ,而 且 又 是 研究 稻 种 起 
源 ,演变 及 分 化 的 依据 。 因 此 ,对 野生 稳 的 搜集 ,研究 ,保存 历来 受 
到 世界 各 国 水 稻 工 作者 的 重视 。 作 者 与 武汉 大 学 遗传 研究 所 舍 理 
慧 教授 合作 ,对 野生 稻 愈 伤 组 织 的 诱导 、 分 化 \ 冻 存 及 冻 后 植株 再 
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生 进 行 了 广泛 深入 的 研究 ,探索 出 成 功 冻 存 野生 稳 愈 伤 组 织 培养 
物 的 有 效 方法 ,其 操作 程序 如 下 : 
一 、 供 试 材料 及 愈 伤 组 织 的 制备 

FAFE (O. rufipogon AA) 

长 雄 茵 野生 稻 (O. longistaminata A’ A’) 

小 粒 野 生 稻 (O. minuta BBCC) 

药 用 野生 稻 . (O. officinalis CC) 

MAHAR (QO. alta CCDD) 

宽 叶 野生 稻 (QO. latifolia CCDD) 

PRE (O. mcyeriana) 

供 试 野 生 稻 大 田 栽 培 , 选 择 合适 的 分 药流 水 洗 净 , 用 70% 的 
酒精 表面 消毒 , 剥 除 外 部 数 层 叶片 及 叶鞘 至 最 后 一 层 叶鞘 与 节 ,在 
超 净 工作 台 上 用 0.1% 升 汞 消毒 10 分 钟 ,再 用 无 菌 水 冲洗 3 次 。 
小 心 剥 出 细 穗 ,确定 发 育 时 期 后 ,接种 于 固体 诱导 培养 基 上 ,26C 
黑暗 培养 。 接 种 7 一 10 天 后 , 幼 穗 显著 膨大 ; 约 15 一 20 KA, Ji 
上 脱 大 的 颖 花 表 面 开始 愈 伤 组 织 化 ,渐渐 整个 颖 花 开 成 一 块 您 伤 
组 织 。 研 究 发 现 ,对 于 固体 培养 的 愈 伤 组 织 来 说 ,选择 10 一 15 天 
龄 的 愈 伤 组 织 作为 超低温 冻 存 的 材料 较为 适宜 , 且 细 胞 冻 后 的 恢 
复生 长 宜 在 黑暗 中 进行 ,因为 光 氧 化 作用 对 冻 后 材料 是 有 害 的 。 
我 们 选择 再 培养 14 天 的 愈 伤 组 织 作 超低温 冻 存 材料 ,并 在 冻 后 进 
行 暗 培养 ， 取得 较 好 的 冻 存 效果 (图 13 - D。 

二 、 冻 存 保护 剂 的 优化 组 合 

选择 继 代 培 养 14 天 、 处 于 对 数 生长 期 的 野生 稳 愈 伤 组 织 用 于 
冻 存 研究 。 待 冻 存 愈 伤 组 织 以 2 一 3mm 大 小 的 细胞 团 为 佳 ,用 几 
种 不 同 成 分 和 配 比 的 保护 剂 预 处 理 , 比较 它们 的 冻 存 效果 。 从 多 
种 野生 稻 愈 伤 组 织 冻 后 检测 结果 看 ,保护 剂 的 组 成 是 提高 冻 后 细 
胞 存活 率 的 关键 ,而 且 混合 保护 剂 的 作用 效果 比 单独 使 用 DMSO 
更 好 。 但 DMSO 与 甘油 . 花 糖 山梨 醇 混 合 使 用 效果 不 佳 ,而 10% 
DMSO 与 8% 葡 萄 糖 的 组 合 取得 最 佳 的 保存 效果 ( 表 13-1)。 


307 


A. 暗 修复 前 B. 暗 修 复 后 C. 再 生 植 株 的 试管 苗 
图 13-1 普通 野生 稻 的 冻 后 愈 伤 组 织 暗 培养 及 再 生 植株 
表 13-1 冰冻 保护 剂 对 野生 稻 傅 伤 组 织 冻 存 的 作用 效果 


冻 前 细胞 活力 冻 后 细胞 活力 冻 后 细胞 


RE (TTC 值 ) (TTC 值 ) 存活 率 (%) 

对 照 1.2 0.027 2.3 
10% DMSO 3.9 0.52 13.5 
10% DMSO + 10% 甘 油 3.9 0.65 16.7 
10% DMSO + 10% REH 1.8 0.43 24.2 
10% DMSO + 0. 5M 山梨 醇 1.9 0.38 20.1 
10% DMSO + 8% 74 4 t P FA i 1.29 61.4 
10% DMSO + 10% H% + 8% 1.5 0.75 50 
PETA l 


三 、 降 温 冻 存 方法 的 比较 
如 前 所 述 ,迄今 采用 的 降温 冻 存 方法 主要 有 三 种 :快速 冰冻 
法 \ 慢 速 冰冻 法 及 逐 级 冰冻 法 。 慢 速 冰冻 法 是 应 用 最 广泛 的 冰冻 
方法 , 它 通过 缓慢 降温 使 冻 存 材料 的 温度 从 OC 降 到 - 100C 左 
右 , 然 后 投入 液 氮 长 期 贮存 。 改 良 的 慢 速 降 温 冰 冻 法 则 是 通过 组 
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慢 降温 ,使 待 冻 存 材料 的 温度 从 OC 降 到 一 定 的 预 冻 温 度 ,并 停留 
适当 的 时 间 ,再 投入 液 所 贮存。 这 种 方法 是 为 了 使 细胞 内 的 水 有 
足够 的 时 间 不 断 流 到 细胞 外 结 冰 ,从 而 使 细胞 内 的 水 减少 到 最 低 
限度 ,达到 良好 的 脱水 效应 ,避免 细胞 内 结 冰 的 不 可 逆 性 损伤 。 我 
们 比较 了 两 种 慢 速 冰冻 法 的 保存 效果 ,发 现 两 种 方法 效果 比较 一 
致 ,都 适 于 野生 稻 愈 伤 组 织 的 冻 存 。 当 待 冻 存 材料 以 1C /min 的 
降温 速率 降 到 -40 时 ,能 保持 较 高 的 冻 后 活性 ,而 预 冻 期 间 停留 
适当 的 时 间 ,能 显著 增强 冻 后 细胞 活性 ( 表 13 -2)。 
表 13 -2 降温 方法 对 野生 舟 傅 伤 组 织 冻 存 后 存活 率 的 影响 
冷冻 前 细胞 活力 冷冻 后 细胞 活力 冻 后 细胞 存活 率 


KeR Ba (ITC) (TTC) (%) 
1. OC ,以 1C /min 降 至 一 40C ae 和 
PLC nia 3.000 1.119 37.3 
2. OT, EL IC Amin BEE - 40 sas TR ee 
一 保温 60min 一 LN， > ` g 

3. 0C ,以 1C /min BE - 10 3.300 2.430 


x 73.6 
一 保温 15min, 再 以 1T /min 


降 至 一 40C 一 保温 60min + 
LN, 
4. OU, LL IC /min 降 至 
100C LN; 
四 、 野 生 称 愈 伤 组 织 对 超低温 冻 存 的 反应 及 冻 后 植株 再 生 
对 7 种 野生 稻 10 个 编号 的 愈 伤 组 织 进行 了 超低温 保存 研究 ， 
冻 后 通过 TTC 法 检测 细胞 的 存活 率 ,细胞 存活 率 的 波动 范围 在 
50.8% 一 87.9% 之 间 ( 表 13 -3)。 普 通 野 生 稻 、 宽 叶 野生 稻 、 疣 粒 
野生 稳 和 和 角 甸 型 野生 稻 均 获 得 了 冻 后 再 生 植株 (图 13 -2)。 
冻 后 细胞 存活 率 的 差异 不 仅 存在 于 不 同 的 野生 称 之 间 ,而 且 
在 同 种 野生 舟 不 同 编号 间 也 差异 明显 ,这 表明 基因 型 的 不 同 是 植 
物 具有 不 同 抗 冻 力 的 内 在 因素 。 这 种 结果 与 Ulich 在 栽培 稻 上 
得 到 的 结果 一 致 。Ulrich 对 6 个 品种 栽培 稻 愈 伤 组 织 进 行 了 超 低 
温 保存 比较 ,发 现 它们 的 冻 存 效果 各 不 相同 。 
在 水 稻 细胞 的 超低温 冻 存 中 ,冰冻 对 细胞 膜 有 不 利 影响 ,有 时 
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1.950 1.500 76.9 


造成 生理 上 的 损伤 ,致使 呼吸 作用 放 慢 ,减缓 了 葡萄 糖 的 吸收 , 促 

进 了 细胞 内 钾 离 子 的 损失 ,加 速 了 脂 质 的 过 氧化 反应 。 所 幸 的 是 ， 

这 种 生理 上 的 冰冻 伤害 对 植物 细胞 来 说 往往 是 非 致死 性 的 ,在 冻 

后 细胞 的 恢复 再 生长 之 前 有 一 个 停 光 期 用 来 修复 这 种 损伤 。 故 水 

稻 细 胞 冻 后 的 化 学 活性 测定 法 (TTC 法 ) ,有 时 难以 反映 其 内 在 状 

况 , 而 细胞 的 冻 后 再 生 才 是 检测 细胞 活力 的 唯一 可 靠 方 法 。 在 研 
表 13-3 野生 稳 愈 伤 组 织 的 超低温 保存 效果 


野生 稳 种 基因 型 产地 冻 前 细胞 活力 冻 后 细胞 活力 ” 冻 后 细胞 存活 率 


(TTC 值 ) (TTC ff) (%) 

”普通 野生 稻 AA ”广西 0.580 0.433 74.7 
EP, AA 广西 1.430 1.045 73.1 
EPs AA ”广西 1.605 1.165 72.6 
EP, AA 广西 0.807 0.580 71.9 
KESHE A'A 赞比亚 0.218 0.162 74.3 
小 粒 野 生 稻  BBCC 菲律宾 1.820 1.012 55.6 
药 用 野生 稻 CC 广西 2.250 1.668 74.1 
高 秆 野生 稻 CCDD BH 1.950 0.990 50.8 
宽 叶 野生 稻 CCD BAH 0.700 0.615 87.9 
疣 粒 野生 稻 云南 1.300 1.035 79.6 


A. 普通 野生 舟 编号 EPS 的 冻 后 再 生 植株 B. 普通 野生 稻 人 入 惫 型 的 冻 后 再 生 植 株 
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C. 宽 叶 野生 稻 的 闲 后 再 生 植株 D. 疣 粒 野 生 稻 的 冻 后 再 生 植 株 
13-2 野生 稻 冻 后 再 生 植株 

究 中 注意 到 , 非 胚 性 愈 伤 组 织 在 冻 后 通过 TTC 法 测定 也 表现 出 一 
定 的 存活 率 , 但 它 却 不 能 恢复 生长 ,而 结构 紧密 的 愈 伤 组 织 在 三 种 
野生 稻 ( 普 通 野 生 稻 、 宽 叶 野 生 稻 \ 疣 粒 野 生 稻 ) 中 都 恢复 生长 。 

由 于 冰冻 与 解冻 的 伤害 , 冻 后 植物 细胞 在 生理 与 结构 上 都 将 
不 同 于 正常 细胞 ，Kuriyama 等 发 现 , 铵 离子 对 冻 存 后 的 水 稻 细胞 
有 害 , 它 阻 止 细胞 的 修复 过 程 , 但 它 对 正常 水 稻 细胞 生长 有 促进 作 
用 。 因 此 , 冻 后 的 水 稻 细胞 适宜 在 无 NH4NO 的 培养 基 上 生长 。 
在 野生 稳 愈 伤 组 织 的 冻 存 研究 中 ,我 们 采用 无 NH4NO; 的 培养 基 
进行 冻 后 愈 伤 组 织 的 恢复 生长 ,并 将 恢复 生长 的 愈 伤 组 织 转 入 分 
化 培养 基 中 ,有 3 种 野生 稻 得 到 了 冻 后 再 生 植株 。 其 中 普通 野生 
稻 和 宽 叶 野生 稻 的 冻 后 再 生 率 都 低 于 对 照 ,而 竟 粒 野生 称 的 冻 后 
再 生 率 为 91.7% ,大 大 超过 了 冻 前 对 照 的 61.5%. 


$13.2 植物 分 生 组 织 、 芽 端的 冻 存 


植物 分 生 组 织 培养 技术 已 被 广泛 应 用 于 许多 种 属 的 增殖 和 可 
能 的 植物 病原 消除 研究 中 ,使 某 些 异 变 植物 的 子 代 的 遗传 物质 能 
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稳定 的 保持 。 长 期 稳定 地 保存 植物 的 分 生 组 织 有 利于 种 质 资源 
的 更 新 换代、 交换 。 尤其 是 无 性 繁殖 的 植物 种 属 ,保存 分 生 组 织 
无 疑 是 优 中 之 优 的 方法 。 即 便 是 在 种 子 植物 的 长 期 保存 中 ,分 生 
组 织 芽 端的 保存 也 有 其 优越 性 。 以 分 生 组 织 、 芽 端的 形式 保存 ， 
一 般 能 有 效 防 止 环境 因素 的 干扰 ,延长 保存 期 限 ,提高 保存 质量 。 
目前 ,植物 分 生 组 织 、 芽 端的 保存 ,一 直 朝 着 短期 一 中 期 一 长 期 的 
方向 努力 , 像 土豆 草莓、 碗 豆油 菜 等 植物 分 生 组 织 FRM ME 
温 ,超低温 的 保存 已 能 常规 进行 。 但 很 多 植物 种 属 以 组 织 形式 保 
存 还 存在 很 多 困难 ,有 时 甚至 是 短期 保存 也 不 行 ,有 待 于 继续 控 
索 。 

就 保存 技术 而 言 , 植 物 分 生 组 织 . 芽 端 的 超低温 保存 较 细胞 培 
养 物 保存 难度 更 大 ,原因 在 于 分 生 组 织 . 芽 端 的 细胞 质 分 布 均匀 且 
稠密 ,对 低温 冰冻 极为 敏感 ,冰冻 过 程 中 的 损伤 效应 特别 突出 。 同 
时 ,分 生 组 织 , 芽 端 必须 保持 结构 的 完整 性 才能 快速 分 化 , 那 怕 是 
局 部 的 冰冻 损伤 都 会 影响 冻 后 的 正常 分 化 。 所 以 ,应 尽 可 能 采取 
更 多 的 手段 来 保证 分 生 组 织 . 芽 端 在 冻 存 过 程 中 免 受 损伤 。 

采用 慢 速 降温 技术 冻 存 植物 的 分 生 组 织 芽 尖 时 ,其 降温 速率 
的 要 求 比 细胞 培养 物 的 冻 存 更 为 严格 。 例 如 , 硫 豆 分 生 组 织 冻 存 
的 降温 速率 为 0.6C /min, MENAH 0. 84°C /min, 土 豆 的 芽 端 冻 
存 以 0.5 一 1.0Y Amin 为 佳 ,高 于 或 低 于 最 适 降温 速率 均 不 同 程度 
地 影响 冻 后 生存 率 。 因 此 ,分 生 组 织 芽 端的 慢 速 降温 需 使 用 精密 
的 程控 降温 仪 或 严格 的 降温 程序 。 

一 、 芽 端的 程控 降温 冻 存 方法 

(一 ) 芽 端 的 解剖 

(1) 选择 同一 发 育 期 的 顶端 芽 端 ,适当 消毒 处 理 后 备用 。 

(2) 挑 取 芽 端 ,放置 于 无 菌 滤 纸 上 吸 去 残余 水 分 , 置 于 双 目 解 
前 显微镜 下 观察 ,选择 适当 的 芽 段 ,用 5 号 针头 轻 轻 剖 去 初生 时 
片 , 换 解剖 刀 将 芽 端 切 成 0.3 0.5mm 大 小 。 

(3) 解剖 后 的 芽 端 段 块 移 至 新 的 滤纸 桥 上 ,于 标准 液体 培养 
基 中 浸 湿 。 对 于 某 些 难 保存 的 材料 ,采用 0.5% ~5%( V/V) A 
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DMSO 浸 湿 芽 块 , 可 提高 冻 后 存活 性 。 
(4) 将 芽 块 滤纸 桥 置 于 标准 培养 基 中 ,在 适宜 温度 下 预 生长 1 


(1) PER 15 一 20 块 预 培养 的 芽 块 ,小 心地 放 人 含有 0.5 一 
1.0ml 10% (V/V)DMSO 的 低温 冷冻 管 中 , 于 室温 (25Y ) 平 衡 1 
小 时 。 

(2) 将 装 芽 端的 冷冻 管 移 至 预 冷 至 一 5.0 人 C 的 程控 降温 仪 冷 
冻 室 内 ,使 芽 块 预 冷 10 分 钟 。 

(3) 通过 机 械 自 转动 的 方式 或 手动 的 液 氮 接触 操作 ,诱导 组 
织 冰晶 形成 。 

(4) 将 芽 块 于 一 5.0 亿 继续 冷却 10 分 钟 。 

(5) 以 -0.47 Amin 的 降温 速率 ,使 芽 块 温度 降 至 一 35 , 立 
刻 转 人 液 氨 中 贮存 。 

(=) 芽 端的 解冻 与 培养 

(1) 于 45 亿 水浴 中 快速 解冻 , 挑 取 芽 块 到 无 菌 滤 纸 片 上 ,充分 
吸 干 以 去 除 残存 的 保护 剂 系统 。 

(2) 芽 块 解冻 后 , 尽 可 能 用 TTC 法 检测 其 生存 率 ,掌握 芽 块 
冻 存 过 程 中 的 动态 变化 。 

(3) 分 别 接种 芽 块 到 含有 不 同 激素 的 三 种 标准 培养 基 中 ,于 
适宜 温度 下 培养 : 

Qa 标准 培养 基 含 0. 2mg/L HABER (gibberellic acid, GAs)。 

© 标准 培养 基 含 0. Smg/L KIBIY Z B(indole acetic acid). 

O 标准 培养 基 含 0. Smg/L EK K(zeatin, mixed isomers). 

(4) 待 芽 块 开始 分 化 后 ,重新 接种 到 新 鲜 的 标准 培养 基 上 继 
续 培 养 。 

二 、 根 尖 的 程控 降温 冻 存 方法 

根 是 植物 重要 器 官 , 它 在 植物 的 营养 吸收 中 起 决定 性 的 作用 。 
植物 根 尖 的 冻 存 对 于 研究 其 结构 .功能 提供 了 新 的 材料 来 源 , 为 控 
索 根 尖 组 织 对 低温 的 耐 冻 性 开辟 了 新 的 途径 ,在 理论 和 实际 上 都 
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有 重要 意义 。 下 面 通过 转化 毛根 的 冻 存 介绍 根 尖 的 冻 存 程序 及 基 
本 操作 。 
(1) 将 培养 的 转化 毛根 移 到 洁净 的 平 四 中 , 置 于 双 目 解剖 显 
微 镜 下 ,用 解剖 针 轻 轻 剖 断 根 尖 \ 并 切 成 2 一 4mm 长 得。 此 操作 需 
要 在 液体 培养 基 中 进行 ,否则 将 增加 操作 的 难度 。 
(2) 转移 根 尖 到 2ml 容积 的 冷冻 管 中 , 缓 缓 加 入 0.Sml 10% 
(V/V) 的 DMSO(DMSO 用 液体 培养 基 配 制 )。 
(3) 将 浸泡 根 尖 的 冷冻 管 置 室温 (25Y ) 平 衡 1 小 时 。 
(4) 转移 冷冻 管 到 程控 降温 仪 的 冷冻 室内 ,以 1. 0C /min 的 
降温 速率 从 25 亿 降温 到 -30C 。 
(5) 直接 投 冷冻 管 到 液 氮 中 贮存 。 
(6) 将 根 尖 于 45 亿 水 浴 快 速 解 冻 ,转移 到 双 层 滤纸 表面 , 吸 去 
残余 的 保护 剂 (DMSO) ,然后 再 将 根 尖 接种 到 标准 半 固 体 培养 基 
上 培养 。 
(7) 同时 取样 进行 活性 检测 ,计算 生存 百分率 。 
(8) 接种 的 根 尖 于 28 培养 ,观察 分 化 .生长 情况 。 
三 、 分 生 组 织 的 微 滴 冻 存 方法 
微 滴 冻 存 方法 以 铝 箱 为 支撑 物 , 增 加 了 金属 导热 性 ,使 降温 过 
程 中 温度 均匀 分 配 ,促使 冻 存 材料 同 质 降温 ,减少 了 异 质 冰晶 的 形 
成 。 对 于 某 些 采用 快速 降温 或 慢 速 降温 方法 亦 难于 冻 存 的 分 生 组 
， 织 来 说 , 微 滴 冻 存 无 疑 是 一 种 很 好 的 方法 。 微 滴 冻 存 方法 演变 于 
慢 速 降温 程序 ,其 基本 操作 如 下 : 
(1) 用 常规 方法 制备 分 生 组 织 , 用 保护 剂 (15%DMSO+3% 
蔗糖 ) 预 处 理 20~ 30 分 钟 。 
(2) FER AB IS SK), OP EE LES, EK A, HE 
于 备用 。 . 
(3) 滴 加 保护 剂 到 灭 菌 后 的 铝 销 纸 上 ,每 滴 以 2~ 3 yl 为 佳 ， 
然后 将 预 处 理 过 的 分 生 组 织 轻 轻 移 至 微 滴 上 。 
(4) 连同 平 亚 一 起 将 铝 稍 微 滴 移 到 程控 降温 仪 的 冷冻 室内 ， 
以 0.SY /min 的 降温 速率 降温 至 -2SC 、-30C 、 一 40C ,然后 贮 
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TRAP. 

(5) 室温 解冻 (一 般 20 秒 ) 

(6) 测定 分 生 组 织 冻 后 的 活性 及 再 生 能 力 。 

四 、 芽 端的 包裹 和 脱水 冻 存 法 

(1) 解剖 芽 端 (操作 如 前 )。 

(2) 用 前 述 的 包 右 技术 制备 海藻 酸 盐 包 右 芽 端 微 球 ,每 一 微 
ERR 2 一 3 RF 

(3) 将 芽 端 微 球 置 于 含 0.75molML 蔗糖 的 标准 液体 培养 基 
中 , 振 摇 脱水 72 小时。 

(4) 将 脱水 后 的 芽 端 微 球 移 至 滤纸 上 , 吸 去 残余 水 分 ,用 无 菌 
空气 风干 脱水 4 小 时 。 

(5) 将 芽 端 微 球 移 至 冷冻 管 中 , 直 接 投 入 液 氮 保存 。 土 豆芽 
端 微 球 以 程控 降温 程序 冻 存 效果 更 佳 。 

(6) 芽 端 微 球 于 25 人 CC 下 解冻 ,接种 到 半 固 体 标准 培养 基 上 培 
养 。 如 切 开 包 囊 微 球 , 更 有 利于 芽 端 恢复 生长 。 

现 有 资料 的 结果 证 明 , 包 于 和 脱水 冻 存 芽 端的 方法 具有 广泛 
的 应 用 前 景 。 目 前 ,已 有 葡萄 芽 端 .梨子 芽 端 桑树 芽 端 油菜 芽 端 
冻 存 成 功 的 报道 。 稍 加 改良 , 包 囊 和 脱水 冻 存 法 还 可 用 于 体 细胞 
胚 的 冻 存 。 


$13.3 植物 花粉 . 胚 的 冻 存 


一 、 花 粉 的 冻 存 

植物 花粉 是 植物 种 质 的 一 种 形式 , 它 含有 本 植株 的 各 种 基因 
型 ,是 种 质保 存 和 交换 的 极 好 材料 。 但 是 ,花粉 寿命 很 短 ,离开 植 
株 后 ,常温 下 存活 时 间 不 长 ,玉米 花粉 仅 存活 十 几 小 时 , 黑 麦 花粉 
存活 不 到 1 小 时 ,这 给 授粉 带 来 极 大 困难 ,使 相关 的 植物 遗传 研究 
大 为 不 便 。 超 低温 保存 花粉 的 成 功 ,使 花粉 的 贮存 .运输 、 交 换 成 
为 可 能 。 同 时 ,保存 的 花粉 还 可 直接 为 育种 服务 ,对 克服 育种 中 常 
过 到 的 杂交 亲本 “花期 不 遇 ” 的 问题 能 起 到 雪中送炭 的 作用 。 建 立 
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可 靠 的 花粉 冻 存 程序 ,对 推广 和 使 用 冻 存 花粉 具有 很 好 的 经 济 效 
益 和 社会 效益 。 花 粉 冻 存 的 基本 操作 如 下 : 

(一 ) 方 法 I 

(1) 采集 新 鲜 的 花粉 ,经 过 适当 的 脱水 处 理 ( 含 水 量 低 的 花粉 
不 用 脱水 处 理 ) 后 备用 。 

(2) 浸泡 于 10% 的 DMSO 保护 剂 中 ,于 4C 平衡 30 分 钟 。 

(3) 分 装 于 2ml 冷冻 管 中 , 继 续 于 4 已 平衡 20 分 钟 。 

(4) 将 悬浮 花粉 置 于 程序 降温 仪 中 程控 降温 , 通常 以 
1.0C /min 的 速率 降 至 一 10C ,保温 15 分 钟 ;再 以 1.0C /min 的 速 
率 降 至 -40Y ,保温 60 分 钟 ,直接 投入 液 氮 保存 。 

(5) 将 液 氮 保存 的 花粉 管 于 40C 水 浴 快速 解冻 ,测定 生存 百 
分 率 BRE, 

此 法 为 笔者 常用 的 方法 ,进行 过 包括 油菜 .紫菜 苦 在 内 的 多 种 
花粉 的 冻 存 研究 ,获得 稳定 的 结果 。 冻 存 的 花粉 保存 半年 以 上 , 相 
对 生活 率 不 低 于 90% , 且 花粉 原生 质 体 的 分 离 率 可 达 80% 以 上 。 
尤其 是 难于 保存 的 幼 嫩 花粉 或 含水 量 较 高 的 花粉 ,用 此 法 能 有 效 
地 长 期 保存 。 

(=) FRI 

(1) 采集 新 鲜 成 熟 花粉 ,风干 脱水 ,使 其 含水 量 在 10% ~15% 
之 间 。 

(2) 将 风干 后 的 花粉 装 进 铝 箱 袋 中 (0. Se/8) ,真空 封口 。 

(3) 将 铝 铂 伐 置 于 4Y HY 30 分 钟 。 

(4) 直接 投入 液 氮 长 期 贮存 。 

(5) 于 室温 解冻 ,检测 生活 率 及 萌发 率 。 

二 、 植 物 胚 的 冻 存 

植物 胚 通常 似 三 种 形式 存在 , 即 体 细 胞 胚 (somatic embryos), 
性 细胞 胚 (sexual embryos) 、 合 子 胚 (zygotic embryos)。 植 物 胚 的 
形成 分 化 ,发 育 是 一 个 极为 复杂 的 过 程 ,一 直 是 发 育 生物 学 研究 
的 重要 课题 。 此 外 ,在 离 体 条 件 下 成 功 诱导 胚 的 形成 ,并 有 效 地 保 
存 这 些 胚 是 植物 人 工种 子 制备 的 关键 。 因 此 ,植物 胚 的 长 期 冻 存 
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问题 已 成 为 植物 低温 生物 学 的 研究 热点 ,在 技术 上 有 所 突破 。 

(一 ) FHI 

(1) 用 常 法 制备 体 细胞 胚 , 移 至 0.4mol/L 蔗糖 的 标准 培养 基 
中 振 摇 培 养 ,使 其 预 生长 24 小 时 (密度 为 10ml 内 含 100 个 胚 )。 

(2) 将 预 生长 的 体 细胞 胚 离心 收集 (1000r/min) ,转移 到 含 
1.0ml 冻 存 基质 中 (10%DMSO, 用 生长 培养 基 配 制 ) 的 低温 冷冻 
管 中 。 

(3) 放 冷 冻 管 于 低温 冰箱 中 ( — 20C LAF) BR 24 小 时 。 

(4) 将 预 冻 的 体 细胞 胚 直 接 投入 液 氮 贮存 。 

(5) 取出 贮存 的 体 细胞 胚 管 ,于 40 仿 水浴 快速 解冻 ,接种 到 含 
0.015mol/L 芒 糖 的 标准 培养 基 中 ,用 常 法 培养 。 

(6) 观察 胚 的 分 化 状况 并 测定 生理 .生化 指标 ,评估 冻 存 
效果 。 

(二 ) 方法 开 ( 低 温 保护 剂 脱水 法 冻 存 体 细胞 胚 ) 

(1) 用 常 法 制备 体 细胞 胚 ,于 补 加 O. 3mol/L 蔗糖 的 标准 培养 
基 上 培养 2 个 月 , 作 适 应 性 脱水 。 

(2) 转移 体 细胞 胚 到 补 加 0.75molML 蔗糖 的 半 固 体 标 准 培养 
基 上 脱水 处 理 7 天 。 

(3) 解剖 胚 组 织 , 移 至 低温 冷冻 管 中 , 然 后 直接 投入 液 氨 中 贮 
存 (对 油 棕 枸 的 体 细胞 胚 冻 存 尤为 有 效 )。 

(4) 对 于 难 冻 存 的 植物 体 细胞 胚 ,采用 程控 降温 技术 将 显著 
提高 冻 存 效果 (具体 操作 如 前 所 述 ) 。 

(5) 将 冻 后 的 体 细胞 胚 于 45Y 水 浴 快 速 解冻 , 接种 到 含 
0.3molML 蔗 糖 的 半 固 体 标 准 培养 基 中 培养 2 周 ,再 于 0. 1mol/L 
芒 糖 的 标准 培养 基 上 常规 培养 ,检测 体 细胞 胚 的 发 芽 率 及 成 苗 
情况 。 

(6) 视 实验 室 条 件 ,选择 适宜 的 方法 测定 体 细胞 胚 的 冻 存 
效果 。 

此 法 的 关键 性 突破 是 无 需 使 用 低温 保护 剂 ,脱水 后 的 体 细胞 
胚 在 固态 下 冻 存 。 脱 水 适度 的 控制 极为 重要 ,否则 将 影响 冻 存 
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质量 。 

(=) 方法 耻 ( 包 于 和 脱水 结合 冻 存 体 细胞 胚 ) 

(1) 用 常 法 制备 和 收集 体 细胞 胚 。 

(2) 用 海藻 酸 盐 包 右 体 细胞 胚 (详细 操作 如 前 所 述 ), 制 成 体 
细胞 胚 微 球 。 

(3) 转移 包 囊 微 球 到 含 0.3molLL 蔗糖 的 标准 液体 培养 基 中 ， 
作 赔 水 处 理 , 通 常 于 振荡 器 上 振 摇 18 小 时 ,以 达到 充分 脱水 。 

(4) 将 脱水 后 的 体 细胞 胚 微 球 移 到 洁净 的 滤纸 片上 , 吸 去 残 
余 的 水 分 ,然后 置 无 菌 层 流 空 气 下 继续 风干 脱水 10 小 时 。 

(5) 挑 取 干 燥 胚 球 到 低温 冷冻 管 中 ,直接 投入 液 氨 贮 存 。 

(6) 将 胚 球 于 室温 下 (25Y ) 解 冻 ,转移 到 半 固 体 标 准 培养 基 
上 培养 ,观察 发 芽 及 成 苗 情 况 。 

(7) 根据 需要 ,检测 胚 球 的 其 他 指标 ,评估 冻 存 效果 。 

(四 ) 方法 (空气 风干 脱水 法 冻 存 种 子 植物 的 合子 胚 轴 ) 

(1) 精 选 待 保存 的 植物 种 子 , 并 作 适 当 的 表面 消毒 处 理 。 用 
无 菌 操 作 解 剖 种 子 , 取 出 胚 轴 放 置 于 洁净 的 容器 中 。 

(2) 将 胚 轴 置 于 无 菌 层 流 空气 下 风干 脱水 3 小 时 ,脱水 后 的 
胚 轴 含水 量 以 10% 一 15% 为 宜 。 

(3) 将 脱水 后 的 胚 轴 转 到 低温 冷冻 管 中 , 然 后 浸泡 在 液 氨 中 
贮存 。 

(4) HERF 37 ~ 38°C 7K 8 FRR o 

(5) 放 胚 轴 在 无 菌 水 浸 湿 的 滤纸 片上 ,于 适宜 条 件 下 放置 10 
天 以 上 。 

(6) 挑 取 胚 轴 接 种 到 标准 营养 培养 基 上 ,让 其 继续 分 化 生长 。 

(7) 观察 胚 轴 分 化 生长 情况 ,评估 冻 存 效果 。 

(五 ) 方法 V( 保 护 剂 脱 水 法 冻 存 未 成 熟 合子 胚 ) 

(1) 用 常 法 制备 未 成 熟 合 子 胚 。 

(2) 接种 未 成 熟 合 子 胚 到 半 固 体 脱水 培养 基质 上 (标准 培养 
基 +60% 的 葡萄 糖 + 15%(V/ZV) 的 甘油 ) ,使 其 脱水 4 小 时 。 

(3) 转移 脱水 后 的 未 成 熟 合 子 胚 到 冷冻 管 中 , 直 接 投 入 液 氨 
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贮存 。 

(4) 将 冻 存 的 合子 胚 于 40T KBE 30 秒 , 使 其 解冻 。 

(5) 接种 到 标准 恢复 培养 基 上 恢复 生长 ,观察 发 芽 及 成 苗 
状况 。 

(A) 方法 人 (空气 风干 和 保护 剂 脱水 结合 冻 存 成 熟 合 子 胚 ) 

(1) 用 常 法 制备 成 熟 合 子 胚 。 

(2) 将 成 熟 合 子 胚 置 于 洁净 的 培养 下 内 ,用 无 菌 层 流 空 气 风 
干 脱水 4 小 时 。 

(3) 转移 风干 脱水 后 的 合子 胚 到 保护 剂 脱 水 基质 上 (标准 培 
养 基 + 60% 的 葡萄 糖 + 15% 的 甘油 ) ,继续 脱水 15~24 小 时 。 

(4) 挑 取 脱 水 后 的 合子 胚 于 低温 冷冻 管 中 , 直 接 投入 液 氨 
贮存 。 

(5) 将 冻 存 合子 胚 于 40 信 水 浴 解冻 ,接种 到 标准 培养 基 上 , 观 
察 发 菠 及 成 苗 状况 。 


$13.4 植物 离 体 材 料 的 玻璃 化 冻 存 


BWE (vitrification ) 液 氨 冻 存 植物 材料 是 80 年 代 末期 建立 
的 一 项 新 技术 。 其 基本 原理 是 将 植物 材料 浸泡 于 高 浓度 的 低温 保 
护 剂 中 ,直接 投入 液 氮 冻 存 。 在 如 此 条 件 下 ,整个 冻 存 系统 快速 降 
温 而 不 形成 冰晶 ,以 玻璃 态 的 形式 存在 。 玻 璃 态 的 物质 结构 .组 成 
成 分 可 长 期 不 变 ,因而 植物 材料 可 达到 长 期 保存 的 目的 。1989 年 
Langis 等 和 Uragami 等 相继 报道 ,证实 了 玻璃 化 冻 存 多 种 植物 材 
料 的 可 行 性 。 迄 今 已 有 十 多 种 植物 的 茎 尖 、 分 生 组 织 . 体 细胞 胚 、 
愈 伤 组 织 等 外 植 体 被 用 于 玻璃 化 冻 存 尝试 ,并 取得 初步 进展 , 表 
13-4 列举 已 冻 存 成 功 植物 种 属 材料 的 资料 。 

一 、 影 响 玻璃 化 冻 存 的 因素 

多 种 材料 的 玻璃 化 冻 存 研究 表明 ,低温 保护 剂 的 配 比 及 添加 
方法 处 理 时 间 和 温度 ,材料 冻 后 的 洗涤 条 件 、 冻 存 材料 的 生理 状 
AS ,活性 检测 方法 的 选择 等 均 影响 玻璃 化 冻 存 ,这 些 影响 因素 的 调 
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节 是 玻璃 化 成 败 的 关键 。 一 般 认 为 ,低温 保护 剂 处 理 时 间 和 温度 、 


表 13-4 植物 材料 的 琉璃 化 冻 存 

种 属 名 称 RRHH 报道 年 限 研究 者 

石 刁 柏 培养 细胞 1989 Uragami 
体 细胞 胚 1989 Uragami 
RAR 1991 Uragami 
BER 1992 Kohmura 

w He 珠 心 悬浮 培养 物 1990~1991 Sakai 

薄 荷 ËR 1990 Towill 
悬浮 细胞 1989 Langis 

黑 OR 叶肉 原生 质 体 1990 Langis 

AB 顶端 分 生 组 织 1991 Yamada 

¥ R 2R 1992 Niino 

x BR 1992 Niino 

H # 2R 1992 Towill 

水 稻 悬浮 细胞 1994 Katsumi 

tE FR i 1993 Shaoli 

th F FR 1994 Shaoli 

x 叶 WF 1994 Kuranuki 

石竹 ER 1994 Tannoury 

人 参 稀 根 1994 Yoshimatsu 

百合 花 WF 1994 Matsumoto 

烟 草 PR 1994 Reinhoud 

油 菜 幼 嫩 花粉 1997 RHE ALE 


3 
cd 
Ot 
= 
= 
对 
% 


1997 RRF . 郑 从 义 等 


保护 剂 的 成 分 及 配 比 , 冻 融 条 件 是 几 个 关键 的 外 在 因素 ,而 材料 的 
生理 状态 则 是 重要 的 内 在 因素 。 在 研究 中 可 根据 实验 室 条 件 , 玻 
璃 化 冻 存 的 目的 .选择 的 材料 种 类 等 确定 冻 存 程序 。 
二 、 玻 璃 化 冻 存 的 保护 剂 系统 
玻璃 化 冻 存 是 一 种 简单 ,快速 的 冻 存 技术 。 它 省 去 了 繁琐 的 
降温 过 程 , 冻 存 材料 可 直接 投入 液 氮 贮存 。 玻 璃 化 冻 存 成 败 的 关 
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键 ,不 是 降温 速率 的 控制 ,而 是 保护 剂 系统 的 合理 选择 。 一 般 而 
论 ,高 浓度 的 低温 保护 剂 组 合 ,有 利于 玻璃 化 的 形成 ,但 也 增强 了 
对 冻 存 材料 的 细胞 毒性 。 故 迄今 为 止 ,还 没有 采用 单一 保护 剂 玻 
璃 化 冻 存 生物 材料 获得 成 功 的 报道 。 玻 璃 化 冻 存 液 一 般 至 少 由 两 
种 以 上 的 低温 保护 剂 组 成 ,构成 了 冻 存 过 程 中 保护 剂 间作 用 释 加 
效应 和 毒性 的 抵消 效应 。 在 实际 操作 中 ,通过 调整 保护 剂 的 组 合 ， 
使 其 达到 多 种 效应 的 最 佳 状态 ,从 而 降低 由 于 高 浓度 保护 剂 带 来 
的 毒性 作用 ,增强 保护 效果 。 例 如 ,二 甲 亚 砚 (DMSO) 与 乙酰 胺 组 
合 使 用 , 较 单一 保护 剂 的 毒性 低 , 且 能 稳定 形成 玻璃 化 , 有 利于 植 
物 材料 的 冻 存 。 表 13 - 5 从 实用 的 角度 出 发 ,介绍 近 几 年 使 用 效 
果 较 好 的 玻璃 化 保护 剂 系统 。 


表 13-5 常用 的 玻璃 化 冻 存 保护 剂 系统 
编号 保 护 剂 制备 基质 
1 30%DMSO+ 15% 乙 二 醇 +30% 甘 油 pa a 
2 35%DMSO+ 15% HM +6% AEA 标准 培养 基 
3 50%DMSO+ 10% HM + 6% AA 标准 培养 基 
4 50% 乙 二 醇 +15$% 甘 露 醇 +6% 白 蛋白 标准 培养 基 
5 40% ZF +0. 25mol/L 蔗糖 PBS Ñ 
6 20%DMSO+ 8% RZ ZRF + 15% Z MERE PBS i 
7 36% 2 BE + 39% BEBE 标准 培养 基 
8 ”15%DMSO+15% 乙 二 醇 + 30% 甘 油 0. 4mol/L REHE 
9 _10%DMSO + 30% tt ith + 10% FEB 标准 培养 基 


三 、 玻 璃 化 冻 存 的 初 选 方案 

虽然 玻璃 化 冻 存 方法 以 其 简单 .快速 . 易 操作 之 优点 被 广泛 应 
用 ,但 事实 上 ,生物 材料 的 冻 后 存活 率 还 并 达到 最 佳 的 效果 。 前 面 
介绍 的 9 组 玻璃 化 保护 剂 系统 也 还 存在 一 定 的 局 限 性 ,这 同 玻璃 
化 液 中 高 浓度 保护 剂 的 存在 有 关 。 只 有 充分 调整 .优化 冻 存 条 件 ， 
才能 降低 高 浓度 保护 剂 产 生 的 毒性 作用 。 尤 其 是 植物 材料 的 冻 存 
更 是 如 此 ,作者 设计 的 玻璃 化 冻 存 初 选 方案 , 选 出 的 冻 存 程序 ,用 
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于 多 种 植物 材料 的 玻璃 化 冻 存 ,获得 理想 的 冻 存 效果 (活性 80% 
以 上 )。 因 此 ,选用 作者 提供 的 玻璃 化 冻 存 初 选 方案 是 可 行 的 。 

(一 ) 实验 材料 的 制备 

(1) 采集 拟 冻 存 的 材料 ,经 过 适当 的 消毒 处 理 , 进 行 常规 的 预 
培养 备用 。 若 是 组 织 、 器 官 胚 的 冻 存 ,适当 剪 成 小 块 即 可 。 

(2) 材料 经 过 保护 剂 逐 级 处 理 , 使 其 达到 充分 平衡 。 

(二 ) 玻璃 化 冻 存 最 佳 低温 保护 剂 系统 的 筛选 

(1) 采用 正 交 实验 设计 ,选择 低 毒 性 、 高 品质 的 低温 保护 剂 ， 
对 其 作用 浓度 、 配 比 进行 第 选 。 

(2) 采用 FDA、TTC 法 检测 不 同 材料 冻 后 的 生活 率 ,评估 实 
验 效果 。 

(3) 通过 统计 学 方差 分 析 , 优 选 出 最 佳 低温 保护 剂 系 统 组 合 。 

(=) 玻璃 化 冻 存 植物 材料 最 佳 条 件 的 优化 

采用 正 交 实验 设计 ,在 多 因素 ,多 水 平 上 探索 影响 玻璃 冻 存 的 
RIF: 

(1) 包括 保护 剂 粘 稠度 OR AP BE ,渗透 压 .pH 值 的 影响 。 

(2) 冻 存 实验 材料 的 生理 状态 、 预 处 理 时 间 、 样 品 体 积 、 复 温 
及 洗涤 条 件 等 因素 的 影响 。 

(3) 通过 统计 学 方差 分 析 , 优化 冻 存 不 同 植物 材料 的 最 佳 条 
件 。 

(四 ) 玻璃 化 冻 存 效果 的 测定 及 分 析 

(1) 用 光学 显微镜 、 扫 描 电镜 、 透 射电 镜 观察 冻 后 材料 的 细胞 
表面 结构 及 亚 细 胞 结构 。 

(2) 利用 原生 质 体 分 离 法 .直接 培养 法 等 测定 冻 后 材料 ,直观 
地 评估 玻璃 化 冻 存 效果 。 

(E) 最 终 玻璃 化 冻 存 方案 的 确定 

(1) 综合 分 析 比较 正 交 实验 设计 方法 获得 的 结果 , 找 出 玻璃 
化 冻 存 植物 材料 的 某 些 规律 ,优化 出 2 一 3 组 玻璃 化 冻 存 方案 。 

(2) 根据 研究 的 需要 ,批量 冻 存 实验 材料 。 

四 、 植 物 芽 端 的 玻璃 化 冻 存 技术 
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植物 芽 端 是 植物 学 研究 中 常用 的 材料 。 它 也 广泛 地 被 应 用 于 
植物 材料 的 低温 生物 学 研究 中 ,并 在 多 种 植物 材料 芽 端的 冻 存 方 
面 取得 很 大 进展 ,建立 了 长 期 冻 存 的 慢 速 降温 方法 。 现 将 目前 较 
为 成 熟 的 玻璃 化 冻 存 技术 介绍 如 下 : 

(一 ) 芽 端的 解剖 

(1) 选择 同一 发 育 期 的 顶部 芽 端 ,适当 消毒 处 理 后 备用 。 

(2) 挑 取 芽 端 , 放 置 于 无 菌 滤 纸 上 吸 去 残余 水 分 , 置 双 目 解剖 
显微镜 下 观察 , 取 适 当 的 芽 段 ,用 5 号 针头 轻 轻 前 去 初生 叶片 , 换 
解剖 刀 将 芽 端 切 成 0.3 一 0.5mm 大 小 。 

(3) 将 解剖 后 的 芽 端 段 块 移 至 新 的 滤纸 桥 上 , 置 于 标准 液体 
培养 基 中 漫 湿 。 

(4) 连同 滤纸 桥 一 起 将 芽 端 接种 到 含 1.2mol/L 山梨 醇 的 标 
准 半 固 体 培养 物 上 预 培养 2 一 3 天 备用 。 

(二 ) 溶液 的 配制 

(1) 玻璃 化 溶液 (VS) 的 制备 

© VS 贮备 液 :甘油 (V/V)30% , ZB V/V)15% , DMSO 
(VAV)15% ,标准 培养 液 ( 含 0.15mol/L 蔗糖 )100ml。 

© VS 平衡 液 (60%):VS 贮备 液 (VAV)60ml, 标 准 培养 液 
( 含 0.4molXL 蔗糖 )40ml。 

© BERR: 1.2mol/L 蔗糖 的 标准 培养 液 100ml。 

(三 ) 材料 的 预 处 理 

(1) 挑 取经 预 培养 的 芽 端 到 2ml 容积 的 冷冻 管 中 , 加 1ml VS 
平衡 液 (60% ) 浸 泡 芽 端 块 。 

(2) 将 芽 端 于 25C 平衡 5 一 20 分 钟 。 

(3) BE VS 平衡 液 ,加 lml VS 贮备 液 (100% ) , 芽 端 应 充分 
浸泡 在 VS 液 中 。 

(4) 将 芽 端 置 冰 浴 中 放置 10 分 钟 。 

(四 ) 玻璃 化 冻 存 

(1) 芽 端 经 冰 浴 冷 浴 后 ,直接 投入 液 氮 中 贮备 。 

(2) 记录 芽 端 玻璃 化 冻 存 日 期 数量 、 贮 存 位 置 等 。 
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(五 ) 复 温 

(1) 将 芽 端 冻 存 管 从 液 氮 取出 , 置 于 25TC 水 浴 , 使 其 充分 解 
To 

(2) 芽 端 解冻 后 ,立刻 吸 去 多 余 的 VS 液 。 

(3) 加 Iml 洗涤 液 (1.2mol/L 的 蔗糖 液 ) 清 洗 芽 端 ,以 除去 残 
余 VS 液 。 洗 次 重复 3 次 ,每 次 水 浴 30 分 钟 。 

(六 ) 检测 

(1) 取 少 量 芽 端 材 料 , 用 TTC 法 检测 生存 率 。 

(2) 移 取 洗 涤 后 的 芽 端 到 Som 大 小 的 滤纸 片上 ,以 滤纸 为 载 
体 , 置 于 标准 半 固 体 培养 基 上 培养 。 

(3) 每 日 更 换 滤纸 片 ,直到 芽 端 增生 为 止 。 

(4) 挑 取 增 生 的 芽 端 ,接种 到 新 鲜 的 标准 生长 培养 基 上 继续 
培养 。 

(5) 观察 芽 端 生长 情况 ,推算 芽 端 冻 后 生存 率 。 

五 、 植 物 材料 玻璃 化 冻 存 效果 的 评估 

从 实用 的 角度 看 ,用 玻璃 化 技术 冻 存 植物 材料 是 非常 有 用 的 ， 
尤其 是 植物 的 芽 端 . 茎 尖 、 分 生 组 织 、 体 细胞 胚 \ 花 粉 等 材料 。 甚 至 
有 人 报道 , 像 石 刁 柏 多 生 芽 复 .甘薯 蕉 尖 一 类 材料 ,只 有 用 玻璃 化 
法 冻 存 才能 存活 。 此 外 ,用 玻璃 化 技术 冻 存 石 刁 柏 体 细胞 胚 、 白 首 
FED EMR 苹果 和 梨 的 茎 尖 、 薄 荷 茎 尖 , 复 苏 后 能 直接 再 生 植株 ， 
省 去 了 冻 存 材料 冻 后 培养 的 复杂 过 程 ,形成 了 分 化 、 扩 增 、 再 分 化 
和 植株 再 生 的 一 体 化 。 作 者 采用 玻璃 技术 研究 了 紫菜 苦 .油菜 ,小 
白菜 幼 嫩 花 粉 .成熟 花粉 的 冻 存 效果 ,通过 FDA 检测 、 花 粉 萌发 试 
验 ,证 明 玻 璃 化 冻 存 效果 甚 佳 。 
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附 录 PARR TR 


培养 物 (culture) 通 常 指 用 人 工 能 够 培养 .复制 的 生物 材料 。 
它 包 括 细 菌 . 放 线 菌 、 酵 母 菌 、 真 菌 、 原 生动 物 、 单 细胞 藻类 , 哈 菌 
体 \ 动 植物 病毒 动 植 物 细 胞 系 组织、 器 官 甚至 个 体 ,以 及 能 在 生 
物体 内 和 体外 进行 复制 ,使 其 遗传 信息 得 以 衍生 的 重组 DNA 分 
子 , 如 质粒 、 克 隆 载体 ,基因 片段 等 。 在 专利 文献 中 ,各 国 习惯 把 专 
利 培养 物 统称 “微生物 菌 种 ”"。 但 专利 微生物 菌 种 保藏 ,从 保藏 范 
围 看 ,严格 来 说 应 叫 专利 培养 物 保藏 。 

专利 培养 物 保藏 涉及 两 个 完全 不 同 的 概念 , 即 “ 专 利 "与 “ 保 
藏 "。 通 常 的 培养 物 保藏 ,强调 的 是 培养 物 保 藏 技术 及 管理 。 无 论 
是 政府 支持 的 单位 ,还 是 大 财团 、 大 公司 资助 的 机 构 ,甚至 是 专业 
实验 室 , 只 要 具备 保藏 条 件 , 配 备 专门 的 技术 人 员 , 均 可 接受 培养 
物 的 保藏 。 专 利 培养 物 的 保藏 是 专利 与 保藏 二 者 的 结合 , 缺 一 不 
可 , 除 强调 培养 物 保藏 技术 及 管理 的 重要 性 外 ,还 突出 了 其 法 律 的 
严肃 性 。 也 就 是 说 ,专利 培养 物 保藏 实际 上 要 完成 两 项 程序 :(D 技 
术 性 保藏 , 即 妥善 保存 专利 培养 物 达 30 年 之 久 ;@ 法 律 性 作用 ,出 
具 具 有 法 律 效应 的 保存 证 明 。 普 通 培养 物 的 保藏 不 具备 法 律 效 
应 ,保藏 对 专利 无 意义 。 所 以 ,任何 一 个 国家 的 专利 局 都 要 指定 专 
门 的 保藏 机 构 保藏 专利 培养 物 , 并 由 指定 的 专门 保藏 机 构 完成 从 
保藏 到 向 专利 局 星 交 具有 法 律 效应 的 特殊 报告 (培养 物 活性 报 
告 )。 此 项 工作 并 非 一 般 保藏 机 构 所 能 承担 ,也 是 很 多 生物 技术 发 
明 专 利 申请 人 所 不 了 解 的 。 本 章 侧 重 介绍 培养 物 保藏 与 生物 技术 
专利 的 关系 ,详细 提供 专利 培养 物 保藏 的 程序 及 有 关 手 续 ,使 生物 
技术 发 明 人 在 申请 专利 的 同时 ,能 按 专利 程序 提交 专利 培养 物 保 
藏 。 
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I . 生物 技术 发 明 与 专利 


一 、 专 利 的 基本 概念 

专利 一 词 是 外 来 词 , 英 语 叫 “patent”, 法 语 叫 “brevet"”。 在 专 
利 制度 产生 的 初期 , “patent” 一 词 来 源 于 “letter patent"。 经 过 多 
年 的 演变 ,人 们 就 简称 为 “patent”, 译 成 汉语 为 “专利 ”。 

在 专利 制度 产生 之 初 ,专利 是 指 一 种 发 明 人 对 其 公开 的 发 明 
依法 享有 独占 权 的 证 书 。 从 这 个 意义 上 讲 ,至今 性 质 仍 没有 改变 。 
因此 ,实行 专利 制度 的 每 个 国家 专利 局 ,对 授权 的 发 明 创造 所 有 
者 , 均 颁 发 专利 证 书 , 在 法 律 上 证 明 其 享有 的 权利 。 这 是 “专利 ”一 
词 的 第 一 个 意思 。 专 利 的 第 二 个 意思 是 指 : 当 人 们 说 “我 去 查 专 
利 ”, 实 为 去 查 专利 文献 。 它 包括 请 求 书 、 说 明 书 权利 要 求 书 和 附 
图 。 专 利 的 第 三 个 意思 是 当 人 们 说 “我 有 一 项 专利 ”, 实 为 是 有 一 - 
项 受到 专利 法 保护 的 发 明 创造 。 专 利 的 第 四 个 意思 是 当 人 们 说 
“我 买 了 一 项 专利 "时 , 实 为 通过 技术 合同 ,对 一 项 受到 专利 法 保护 
的 发 明 创造 ,转让 了 专利 权 或 许可 了 专利 使 用 权 。 使 用 权 可 以 是 
独占 性 的 ,也 可 以 是 非 独占 性 的 ,许可 方 和 被 许可 方 可 以 通过 签订 
合同 确定 其 内 容 。 而 专利 权 则 是 国家 对 发 明 人 依法 授予 的 独占 实 
施 权 。 这 是 “专利 "一 词 的 核心 含义 ,也 是 专利 法 中 要 解决 的 最 重 
要 的 问题 ,其 基本 含义 是 指 专利 权 人 享有 禁止 他 人 不 经 许可 而 制 
造 \ 使 用 、 销 售 专利 产品 的 权利 ,或 使 用 其 专利 保护 的 方法 。 

综 上 所 述 ,专利 权 是 一 种 无 形 财产 权 。 它 与 有 形 财 产权 不 一 
样 ,有 其 固有 的 特征 。 

二 、 生 物 技术 发 明 专 利 的 特殊 性 

依照 专利 法 的 规定 ,对 于 一 项 技术 发 明 能 够 授予 专利 权 ,首先 
要 看 这 项 技术 是 否 为 专利 法 规定 的 发 明 ,也 就 是 说 要 符合 专利 对 
发 明 作 出 的 定义 ,才能 被 授予 专利 权 , 否 则 是 不 能 予以 专利 保护 
的 。 就 发 明 的 概念 而 言 ,生物 技术 发 明 与 专利 法 中 规定 的 发 明 应 
该 是 一 致 的 ;但 由 于 生物 技术 本 身 所 具有 的 特性 ,因此 ,在 具体 情 
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况 下 ,两 者 之 间 在 一 些 具体 的 实践 或 判断 上 还 存在 一 定 的 问题 ,如 
生物 技术 发 明 与 其 分 类 的 问题 ;生物 技术 发 明 保 护 范围 的 问题 ; 充 
分 公开 的 问题 ;生物 技术 发 明 的 专利 性 问题 等 。 

(一 ) 生物 技术 发 明 的 保护 范围 

在 建立 专利 制度 的 国家 中 ,生物 技术 发 明 的 专利 保护 范围 都 
不 尽 相同 。 鉴 于 越 来 越 多 的 生物 技术 发 明 要 求 获得 专利 权 , 得 到 
专利 制度 的 保护 ,这 就 使 得 很 多 国家 专利 保护 范围 不 断 扩大 ,专利 
制度 进一步 完善 。 然 而 ,由 于 各 个 国家 经 济 文化 .科学 发 展 程度 
的 差异 ,专利 制度 建立 的 早 迟 ,使 专利 保护 范围 尚未 一 致 。 尤 其 是 
对 生物 技术 发 明 的 保护 问题 ,一 直 存在 争议 。 目 前 ,美国 日 本 专 
利 局 对 生物 技术 发 明 的 专利 保护 范围 较 宽 , 诸 如 产品 发 明 方法 发 
明 、 利 用 发 明 所 涉及 的 绝 大 多 数 生物 技术 发 明 都 给 予 专利 保护 ,其 
至 包括 微生物 菌 种 本 身 \ 动 植物 新 品种 都 列 人 保护 范围 。 欧 洲 专 
利 局 则 不 保护 动 植物 新 品种 。 修 改 后 的 中 国 专利 法 及 实施 细则 
中 ,对 生物 技术 发 明 的 专利 保护 范围 作 了 明确 的 规定 ,对 于 涉及 微 
生物 的 发 明 专利 ,从 方法 发 明 到 微生物 菌 种 本 身 均 列 为 专利 保护 
范围 ;而 动 植物 新 品种 的 发 明 不 在 保护 之 列 ,但 动 植物 产品 .品种 
的 生产 方法 可 以 授予 专利 。 可 以 预料 , 随 着 我 国生 物 技术 的 发 展 ， 
专利 制度 将 会 不 断 完善 ,保护 范围 也 会 日 趋 扩 大 。 

(二 ) 生物 技术 发 明 的 公开 

请 求 专利 保护 的 发 明 创造 ,要 作 完整 清楚 的 公开 ,达到 使 同 
一 技术 领域 的 专业 人 员 能 够 实现 的 程度 。 对 于 生物 技术 专利 申请 
的 公开 也 不 例外 。 但 专利 对 微生物 学 方法 及 其 产品 的 发 明 创造 的 
保护 ,由 于 涉及 生命 科学 ,如 仅 公 开发 明 创 造 内 容 ,在 实际 上 给 重 
复 该 发 明 造 成 一 定 的 困难 。 因 此 ,多数 国家 的 专利 局 都 规定 ,涉及 
微生物 或 培养 物 的 专利 申请 ,如 果 其 申请 文件 不 能 将 其 描述 到 使 
同一 技术 领域 的 专业 人 员 能 够 实现 的 程度 ,或 者 公众 不 能 得 到 微 
生物 菌 种 和 细胞 培养 物 的 , 则 视 为 未 充分 公开 。 涉 及 微生物 和 细 
胞 培养 物 的 专利 申请 要 能 达到 法 定 的 要 求 , 即 专利 申请 所 涉及 的 
培养 物 是 众所周知 ,公众 能 在 商业 上 买 到 ,并 很 易 为 专业 人 员 学 会 
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和 重复 ;专利 申请 所 涉及 的 微生物 菌 种 已 交 专 利 局 指定 的 保藏 机 
构 保藏 ,在 法 定 的 期 限 内 ,提交 了 保藏 证 明 , 写 明 保藏 机 构 名 称 和 
保藏 号 ;在 专利 申请 说 明 书 中 充分 描述 了 微生物 特性 、 形 态 特 征 、 
分 类 和 得 到 的 方法 ,与 已 知 微生物 相 比 的 重要 区 别 ,建议 分 类 命名 
以 及 其 他 的 数据 库 等 。 该 领域 普通 技术 人 员 能 重复 。 如 果 不 属 以 
上 情况 之 一 ,又 有 新 的 分 类 , 则 可 认为 是 未 充分 公开 。 

(三 ) 生物 技术 发 明 的 专利 性 

专利 法 规定 发 明 专利 必须 具备 三 要 素 , 即 新 颖 性 ,创造 性 和 实 
用 性 。 这 些 专 利 性 条 件 对 生物 技术 发 明 也 是 适用 的 ,在 这 一 点 上 
没有 任何 的 特殊 性 ,但 生物 技术 发 明 的 确 与 其 他 领域 的 发 明 有 所 
不 同 , 它 具有 一 定 的 特殊 性 。 有 些 问 题 甚至 是 在 其 他 技术 领域 未 
曾 见 过 的 。 

(1) 生物 技术 发 明 专 利 的 新 颖 性 ”依照 专利 法 一 般 原 则 规 
定 ,在 申请 日 (或 优先 权 日 ) 前 公开 了 的 发 明 创造 , 即 丧 失 了 新 颖 
性 。 但 是 , 像 微 生物 或 培养 物 ,处 在 自然 状态 , 当 科研 人 员 在 自然 
界 发 现 这 些 物质 ,在 什么 条 件 下 可 以 视 为 是 新 颖 的 ? 还 有 保藏 微 
生物 及 其 他 生物 物质 ,在 什么 条 件 下 又 视 为 公开 呢 ? 各 国 对 这 些 
问题 说 法 或 规定 不 一 ,很 难 统一 。 

按照 专利 法 的 一 般 原 则 ,所谓 使 发 明 创造 丧失 新 颖 性 的 公开 ， 
要 使 同一 技术 领域 的 普通 技术 人 员 达 到 实现 的 程度 。 因 此 , 当 微 
生物 或 培养 物 存在 于 自然 界 中 ,并 以 一 种 复合 形式 存在 ,普通 技术 
人 员 不 知 其 存在 的 ,是 不 能 视 为 丧失 新 颖 性 的 。 这 种 发 明 创造 的 
新 颖 性 丧失 ,在 于 该 发 明 创 造 涉及 的 微生物 或 培养 物 的 第 一 次 分 
离 , 其 在 工业 上 的 适用 的 说 明 或 确认 ,以 及 向 公众 公开 了 菌 种 。 如 
果 只 是 一 种 微生物 或 培养 物 在 自然 界 存 在 的 事实 ,是 不 能 使 有 关 
发 明 创造 丧失 新 颖 性 的 。 

关于 向 专利 局 指定 的 菌 种 或 培养 物 保藏 中 心 提供 了 菌 种 保藏 
申请 并 保藏 了 菌 种 .在 没有 向 公众 提供 样品 时 , 即 不 能 视 为 丧失 新 
额 性 。 各 国 专利 法 或 有 关 条 例 对 请 求 获取 保藏 样品 的 时 间 不 同 ， 
而 公开 的 时 间 限 制 有 所 不 同 。 
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在 具体 适用 新 颖 性 条 件 时 ,其 难度 在 于 生物 技术 大 多 数 建立 在 
科学 成 果 的 基础 上 ,科学 家 又 总 是 想 尽早 将 自己 的 科学 成 果 公 布 于 
世 , 但 其 工业 实用 性 一 时 不 很 清楚 ,因此 ,很 难 在 公布 之 前 申请 专 
利 ,而 科学 成 果 的 公布 又 会 使 发 明 创造 丧失 新 颖 性 。 这 就 要 求 有 一 
个 宽 限 期 。 宽 限期 虽然 在 有 些 国家 已 经 采用 ,但 各 国 仍 不 统一 。 

(2) 生物 技术 发 明 专利 的 创造 性 ”生物 技术 领域 创造 性 的 复 
杂 程 度 与 其 他 技术 领域 是 一 样 的 ,难以 为 人 所 人 掌握。 如 果 说 ,在 生 
物 技术 领域 有 关 创 造 性 的 复杂 程度 有 其 特殊 之 处 ,就 是 处 在 自然 
状态 的 某 种 物质 的 非 显 而 易 见 性 ,在 产生 、 分 离 和 利用 中 应 如 何 处 
理 , 还 有 待 深 和 研究 。 

(3) 生物 技术 发 明 专利 的 实用 性 ”实用 性 是 指 工业 实用 性 。 
但 生物 技术 专利 的 实用 性 有 其 特性 ,一 是 科学 研究 产生 了 最 新 的 
发 现 ;二 是 与 其 他 技术 发 明 不 同 ,是 新 技术 的 先锋 。 这 样 ,就 实用 
性 而 言 ,有 可 能 产生 如 下 问题 :首先 ,工业 实用 性 或 有 用 性 就 可 能 
成 为 不 受 专 利 保护 的 发 现 与 受 专利 保护 的 发 明 创造 的 界线 ;其 次 ， 
工业 实用 性 还 会 成 为 确定 发 明 创 造 的 标志 点 。 换 句 话说 ,如 生物 
技术 发 明 专利 保护 仅 以 工业 实用 性 审查 为 基准 ,那么 很 多 发 明 创 
造 很 难 获 得 专利 权 。 所 以 生物 技术 发 明 专 利 的 工业 实用 性 ,“ 工 
业 " 一 词 只 能 作 广义 的 解释 。 


下. 生物 技术 发 明 专 利 申请 与 培养 物 的 保藏 


一 、 专 利 培养 物 保藏 的 申请 与 保藏 手续 

专利 法 中 有 一 个 基本 原则 , 凡 要 申请 专利 保护 的 发 明 创造 ,其 
内 容 要 向 公众 充分 公开 。 通 常情 况 下 ,专利 申请 的 充分 公开 ,主要 
以 说 明 书 的 形式 ,通过 书面 语言 的 描述 或 图 表 将 发 明 创 造 的 内 容 
充分 公开 。 但 是 ,这 种 公开 发 明 创造 的 方式 ,对 于 涉及 培养 物 的 发 
明 来 说 ,如 不 能 得 到 发 明 所 涉及 的 微生物 菌 种 或 细胞 培养 物 ,就 不 
能 达到 充分 公开 发 明 创造 的 目的 。 因 为 ,同一 技术 领域 的 普通 技 
术 人 员 , 仅 仅 依照 专利 说 明 书 和 附 图 ,不 能 重复 涉及 微生物 的 发 
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明 ,而 必须 要 有 该 发 明 所 涉及 的 微生物 菌 种 ,才能 达到 重复 发 明 的 
目的 。 这 如 同 要 做 面包 ,要 是 没有 面包 酵母 ,将 做 面包 的 方法 说 得 
再 详细 ,也 做 不 出 面包 来 的 道理 一 样 。 为 此 ,专利 法 规定 ,涉及 微 
生物 发 明 的 专利 申请 ,除了 要 提交 专利 说 明 书 外 ,还 要 在 申请 日 或 
优先 权 日 之 前 ,最 迟 是 当日 向 专利 局 指定 的 培养 物 保藏 机 构 ,提交 
微生物 菌 种 或 培养 物 保藏 ,只 有 这 样 才 算是 符合 微生物 或 培养 物 
专利 申请 的 受理 条 件 。 可 见 , 对 涉及 培养 物 保藏 的 生物 技术 专利 
申请 来 说 ,培养 物 的 保藏 最 为 重要 。 和 否则 ,专利 申请 将 功 亏 一 筑 。 
因此 ,对 于 涉及 培养 物 发 明 的 专利 申请 , 仅 向 专利 局 提交 专利 说 明 
书 等 文件 是 不 够 的 ,只 有 将 培养 物 保藏 在 专利 局 指定 的 专门 机 构 
中 才 行 。 因 为 发 明 的 公开 对 于 专利 批准 来 说 是 必要 的 ,通常 发 明 
的 公开 以 书面 形式 公告 ,而 培养 物 的 公开 不 能 充分 地 用 文字 、 绘 
图 ,图 表 表 达 清楚 而 公开 ,只 有 培养 物 的 公开 才 是 有 用 的 。 中 国 专 
利 法 规定 ,培养 物 的 公开 并 非 像 专利 说 明 书 的 公开 那样 ,任何 人 可 
以 索取 。 第 三 者 要 得 到 微生物 本 身 必 须 履 行 一 定 手续 ,得 到 申请 
人 或 专利 局 的 同意 才能 索取 。 这 是 涉及 培养 物 的 发 明 专 利 公开 的 
一 大 特点 。 

培养 物 是 具有 生命 力 的 有 机 体 , 在 保藏 过 程 中 ,不 但 要 保证 培 
养 物 的 存活 ,还 要 避免 其 他 微生物 的 污染 。 所 以 保藏 培养 物 需要 
专门 的 设备 和 特殊 的 技术 手段 ,只 有 专门 的 保藏 机 构 才能 有 效 地 
保藏 各 类 培养 物 。 鉴 于 这 些 专业 技术 要 求 ,各 国 专利 局 都 指定 专 
门 的 保藏 机 构 来 保藏 专利 培养 物 。 

中 国 专利 局 公告 (第 八 号 ) 指 定 “中 国 微生物 茵 种 保藏 管理 委 
员 会 的 普通 微生物 菌 种 保藏 中 心 ”( 北 京 )“ 中 国 典型 培养 物 保藏 
中 心 ”( 武 汉 大 学 ) 为 中 国 专利 培养 物 保藏 机 构 。 公 告 附 有 两 个 保 
藏 机 构 的 培养 物 保藏 范围 ,保荐 规则、 收费 标准 。 中 国 典 型 培养 物 
保藏 中 心 收集 ,保藏 的 专利 培养 物 范围 广泛 ,包括 细菌 , 放 线 菌 , 酵 
母 菌 、 丝 状 真菌 、 动 植物 细胞 系 、 杂 交 瘤 、 病 毒 、 体 内 外 质粒 \ 单 细胞 
药 株 等 。 现 将 中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 (如 下 简称 保藏 中 心 ) 的 培 
养 物 保藏 手续 详细 列 出 。 
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(一 ) 保藏 中 心 关 于 国内 专利 申请 人 请 求 保藏 专利 培养 物 需 
要 履行 的 手续 

(1) 涉及 培养 物 的 生物 技术 发 明 专利 申请 ,申请 人 或 其 代理 
人 应 首先 查阅 有 关 目 录 及 资料 ,核实 其 发 明 涉及 的 培养 物 是 否 属 
公众 不 能 得 到 的 ,如 是 公众 不 能 得 到 的 培养 物 ,务必 及 时 与 保藏 中 
心 联系 ,申请 培养 物 保藏 。 

(2) 申请 人 或 代理 人 从 保藏 中 心 索取 用 于 专利 程序 的 培养 物 ` 
保藏 登记 表 , 认 真 逐 条 填写 ,签名 ,加 盖 单 位 公章 ,连同 培养 物 样品 
一 起 寄 送 到 保藏 中 心 。 

(3) 保藏 中 心 收 到 培养 物 样品 后 ,根据 申请 人 提供 的 培养 物 
保存 条 件 和 检测 方法 ,对 培养 物 进行 存活 性 检测 。 如 培养 物 存活 ， 
且 符 合 专利 培养 物 保藏 所 规定 的 要 求 , 及 时 向 专利 申请 人 或 代理 
人 发 出 培养 物 保存 活性 证 明 ( 一 式 两 份 ), 并 在 三 个 月 内 向 中 国 专 
利 局 寄 送 培养 物 检测 存活 性 报告 。 

(4) 申请 人 应 按 中 国 专利 局 规定 ,向 保藏 中 心 交纳 培养 物 保 
藏 费 (30 年 ) 存活 检测 费 。 

(=) 保藏 中 心 关于 国外 专利 申请 人 或 代理 人 请 求 专利 培养 
物 保藏 手续 

国外 专利 申请 人 在 中 国 申 请 涉及 培养 物 保藏 的 专利 时 ,如 需 
在 保藏 中 心 保藏 有 关 的 培养 物 样品 ,以 “涉及 培养 物 保藏 的 请 求 
书 " 形 式 提出 , 填 明 有 关 事 项 ,并 在 专利 申请 日 之 前 或 最 迟 在 申请 
日 ,将 培养 物 样品 提交 到 保藏 中 心 保藏 。 

鉴于 国外 培养 物 进 入 中 国境 内 存在 携带 传染 病源 的 危险 性 ， 
中 国 专利 局 .卫生 部 .农业 部 共同 制定 了 关于 专利 培养 物 进口 检疫 
的 暂行 规定 。 规 定 指出 ,凡是 从 国外 入 境 的 培养 物 必须 事先 申报 ， 
经 国家 有 关 检 疫 部 门 批准 ,获得 人 境 许可 证 后 , 方 可 人 境 。 因 此 ， 
国外 专利 申请 人 需要 在 保藏 中 心 保 藏 专利 培养 物 时 ,要 委托 中 国 
涉外 代理 机 构 或 保藏 中 心 申 报信 境 许可 证 。 通 常 园 外 申请 人 至 少 
在 预定 申请 日 的 一 个 月 前 向 受 委托 机 构 寡 送 “涉及 培养 物 保藏 的 
请 求 书 ”, 并 注 明 申请 保藏 的 培养 物 名 称 、 数 量 、 来 源 及 分 类 命名 、 
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简要 特征 、 用 途 、 对 人 和 动 植物 .环境 的 危害 程度 ;申请 人 的 姓名 、 
国籍 ,地址 、 传 真 号 等 。 受 委托 机 构 收 到 请 求 书后 ,着 手 办 理 专利 
培养 物 人 境 许可 证 手续 。 目 前 ,中 国 涉外 专利 代理 机 构 委托 保藏 
中 心 办 理 培养 物 人 境 许可 证 手续 。 具 体 做 法 如 下 : 

(1) 中 国 涉外 专利 代理 机 构 收 到 国外 专利 申请 人 的 “涉及 培 
养 物 保藏 的 请 求 书 " 后 ,用 电 函 将 有 关 资 料 通知 保藏 中 心 ,委托 保 
藏 中 心 办 理 培 养 物 人 境 许可 证 手续 。 保 藏 中 心 收 到 电 函 ,立刻 填 
写 申 报表 ,向 国家 卫生 检疫 主管 部 门 申报 微生物 人 境 许 可 证 ,从 申 
报到 主管 部 门 批复 ,通常 一 至 二 周 。 

(2) 保藏 中 心 收 到 检疫 部 门 许 可 证 批复 后 , 电 函 通知 涉外 代理 机 
构 培养 物 入 境 许可 证 号 ,并 由 涉外 代理 机 构 通知 申请 人 直接 寄 送 培养 
物 到 保藏 中 心 。 如 国外 申请 人 提交 保藏 的 培养 物 是 中 国 严禁 入境 的 ， 
卫生 检疫 部 门 批复 不 子 人 境 的 ,保藏 中 心 将 尽快 通知 申请 人 。 

(3) 当 国 外 专利 申请 人 提交 保藏 某 些 特殊 培养 物 , 如 动 植物 
细胞 系 、 病 毒 ,体外 质粒 等 , 寄 送 途中 务必 冷藏 包装 ,并 在 培养 物 寄 
送 两 天 前 ,将 航班 号 .货号 、 到 达 中 国境 内 机 场 的 日 期 等 ,用 传真 通 
知 保藏 中 心 。 

(4) 保藏 中 心 收 到 国外 申请 人 提交 的 培养 物 后 , 按 其 提供 的 
培养 条 件 ,存活 检测 方法 ,尽快 进行 存活 性 检测 ,并 报告 检测 结果 。 

(5) 国外 申请 人 向 中 国 涉外 专利 代理 机 构 提交 “涉及 培养 物 
保藏 请 求 书 " 时 ,如 该 培养 物 已 由 同一 申请 人 保藏 在 保藏 中 心 , 则 
不 必 寄 送 培养 物 样品 ,只 在 申请 文件 中 注 明 所 保藏 培养 物 的 名 称 、 
保藏 号 保藏 日 ,并 附 上 保藏 中 心 培养 物 存活 证 明 即 可 。 

(三 ) 各 类 专利 培养 物 提交 保藏 的 数量 

专利 培养 物 保藏 是 以 收集 专利 细胞 培养 物 及 有 关 材 料 和 提供 
生物 技术 发 明 专 利 许可 证 贸易 所 需 的 原始 种 、 株 为 目的 。 作 为 培 
养 物种 、 株 保存 ,其 实用 价值 的 最 基本 要 求 是 必须 保证 是 纯 种 ,人 
库 的 种 、 株 不 能 存在 任何 微生物 的 潜在 污染 和 细胞 培养 物种 间 的 
交叉 污染 。 作 为 专利 培养 物 保藏 , 仅 保持 纯 种 是 不 够 的 ,最 重要 的 
是 要 使 保存 培养 物 所 具有 的 某 些 特性 (生理 特性 、 代 谢 产 物产 生 能 
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力 , 单 克隆 抗体 产生 能 力 ,外 源 基因 表达 等 ) 能 稳定 存在 。 鉴 于 此 
目的 ,各 国 专利 局 对 专利 培养 物 保藏 要 求 极为 严格 ,专门 制定 实施 
细则 ,要 求 保藏 一 定数 量 的 原始 材料 达 20 -30 年 之 久 。 保 藏 中 心 
根据 中 国 专利 局 的 有 关 规 定 ,参考 国外 的 保藏 惯例 ,结合 我 国 的 国 
情 , 对 各 类 专利 培养 物 提交 保藏 的 数量 作出 规定 , 见 附 表 - 1。 


附 表 -1 专利 培养 物 提交 保藏 数量 

培养 物 名 称 培养 物 状态 数量 ( 支 ) 
细菌 、 放 线 菌 ,酵母 蓝 冻 干 安 颜 或 斜面 at 
EARS PU HL Hk 
动物 细胞 系 REA 12 
植物 组 织 培养 物 培养 状态 10 
动 植物 病毒 冷冻 或 冻 干 安 施 12 
体外 质粒 ,DNA 载体 冷冻 状态 .5 
植物 种 子 优质 种 子 (含水 量 约 5%) 2000 粒 / 份 


(四 ) 专利 培养 物 保藏 的 基本 程序 

专利 培养 物 保藏 在 中 国 尚 属 开拓 性 工作 ,有 一 个 起 步 .探索 、 
完善 .成 熟 的 过 程 。 保 藏 中 心 从 起 步 就 参照 国外 的 专利 培养 物 保 
藏 标准 进行 工作 和 管理 。 经 过 十 几 年 的 努力 ,摸索 制定 了 一 套 适 
用 的 专利 培养 物 保藏 程序 ( 附 图 - 1) ,在 培养 物 接 收 、 培 养 .增殖 、 
冻 存 .复苏 检测 ,技术 档案 记录 等 方面 都 规范 化 ,使 各 类 专利 培养 
物 能 安全 、 有 效 地 保藏 。 

(五 ) 专利 培养 物 保藏 表格 

中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 用 于 专利 程序 的 微生物 (培养 物 ) 保 
藏 登记 表 见 附 表 一 2。 

中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 用 于 专利 程序 的 培养 物 保藏 存活 性 
报告 书 见 附 表 -3。 

中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 用 于 专利 程序 的 培养 物 保藏 存活 性 
证 明 书 见 附 表 -4。 
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国外 专利 培养 物 国内 专利 培养 物 


+ 
培养 物 样品 原始 贮存 
t 
抽样 检测 存活 性 
Pa X 
动物 细胞 培养 物 微生物 菌 种 
v + 
增殖 增殖 
+ i 
液 氨 冻 存 复 份 (10 LZM) 冻 干 复 份 (10 KH) 
+ v 
抽样 质量 控制 (支原体 检测 、 同 工 酶 ”抽样 质量 控制 ( 镜 检 、 胞 内 质粒 抗 药 
分 析 \ 核 型 分 析 等 ) 性 检测 \ 胞 外 质粒 电泳 分 析 ) 


v t 


合格 合格 
kan een Sock 一 人 从 和 
BARGEN JEH 
ears 
附 图 -1 专利 培养 物 保藏 基本 程序 
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附 表 一 2 
中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 用 于 专利 程序 的 微生物 (培养 物 ) 保 藏 登记 表 
中 国 典 型 培养 物 保藏 中 心 
CHINA CENTER FOR TYPE CULTURE COLLECTION 
地 址 :中 国 .武汉 .武汉 大 学 AB 编 :430072 
电 话 :(027)87682319 fE 真 :(027)87883833 


用 于 专利 程序 的 微生物 保存 登记 和 人 册 表 


本 保藏 中 心 使 用 
CCTCC NO: 


收 到 日 期 年 月 日 


1. 培养 物 名 称 ( 属 种 的 学 名 ) : 


2. 请 求 保藏 人 对 培养 物 指定 的 名 称 , 株 号 和 符号 (包括 基因 型 ): 


3. 该 培养 物 是 否 为 混合 培养 物 ” 如 是 ,请 注 明 其 组 份 以 及 能 检查 各 组 份 存 
在 的 方法 : 


4. 该 培养 物 的 培养 条 件 检测 存活 性 条 件 (培养 基 成 分 pH 温度 等 ); 


5. 该 培养 物 是 否 危及 人 类 健康 或 动 ,植物 病原 或 污染 环境 ? 请 详细 注 明 ; 


6. 该 培养 物 由 何 处 何 种 基 物 分 离 到 : 
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7. 建议 保存 该 培养 的 最 适宜 方法 ,如 用 冷冻 真空 干燥 法 保存 , 那 种 保护 剂 更 
为 理想 ; 


8. 其 他 需 说 明 的 事项 : 


我 ( 们 ) 理 解 而 且 同 意 下 列 事项 ; 

(1) 我 ( 们 ) 请 求 中 国 典 型 培养 物 保 藏 中 心 保存 我 ( 们 ) 所 提交 的 用 于 专 
利 程序 的 培养 物 ; 

(2) 我 ( 们 ) 理 解 并 依照 中 国 专利 局 公布 的 “用 于 专利 程序 的 微生物 保藏 
办 法 "办 理 委托 保存 培养 物 手续 、 并 遵照 规定 ,执行 协议 ; 

(3) 我 ( 们 ) 同 意 提交 的 培养 物 保存 期 限 为 30 年 ( 自 保藏 中 心 收 到 之 日 
起 计算 )。 期 满 前 收 到 提交 培养 物 样品 的 请 求 后 再 延续 保存 5 年 ,在 此 期 间 
内 不 撤 加 保存 物 和 有 关 的 资料 ; 

(4) 我 ( 们 ) 将 按照 规定 缴纳 保藏 .存活 性 检测 、 提 供 样 品 等 费用 。 
9. 请 求 保藏 人 的 详细 地 址 :( 包 括 电话 ,邮政 编码 ) 


10. 请 求 保藏 人 姓名 ,签字 和 日 期 : 
姓名 _ 签字 或 盖 章 年 -月 H 
11. 专利 代理 人 的 详细 地 址 :( 包 括 电 话 ,邮政 编码 ) 


12. 专利 代理 人 姓名 ,签字 和 日 期 : 


姓名 签字 或 盖 章 年 月 H 
13. 中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 负 责 人 姓名 ,签字 和 日 期 : 
签字 或 盖 章 年 月 A 


注 :填写 时 字体 必须 清晰 : 
记事 
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附 表 -3 
中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 用 于 专利 程序 的 培养 物 保藏 存活 性 报告 书 
中 国 典 型 培养 物 保藏 中 心 


用 于 专利 程序 的 培养 物 保藏 存活 性 报告 书 
地 址 :中 国 .武汉 .武汉 大 学 邮 编 :430072 
电 话 :(027)87682319 传 真 :(027)87883833 
中 国 专利 局 
Applicant; 
Agent: 
Appli No; 


提交 给 保藏 中 心 请 求 保藏 的 培养 物 ( 株 ) : 


已 于 年 月 日 收 到 ,经 审查 ,检验 符合 规定 ,本 保藏 中 心 
已 登记 人 册 , 其 编号 为 CCTCC NO; 
该 培养 物 ( 株 ) 的 存活 性 于 年 月 日 检测 ,结果 是 存活 
特此 通知 
中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 
负责 人 (签名 ) 


年 ”月 日 
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附 表 -4 
中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 用 于 专利 程序 的 培养 物 保 藏 存活 性 证 明 书 
中 国 典 型 培养 物 保藏 中 心 
用 于 专利 程序 的 培养 物 保藏 受理 通知 书 (收据 ) 
地 址 :中 国 .武汉 .武汉 大 学 邮编:430072 
电 话 :(027)87682319 传 真 :(027)87883833 


请 求 保藏 人 和 其 代理 人 : 
请 求 保藏 人 : 
专利 代理 人 : 
专利 申请 号 : 


您 ( 们 ) 提 供 请 求 保藏 的 培养 物 名 称 及 注 明 的 鉴别 特征 : 


本 保藏 中 心 保藏 编号 
CCTCC NO: 
上 述 请 求 保藏 的 培养 物 附 有 


科学 描述 
提议 的 分 类 命名 
È: 在 框 内 打 / 号 表示 有 , 打 x 号 表示 没有 。 
该 培养 物 已 于 年 “月 日 由 本 保藏 中 心 收 到 ,并 登记 
入 册 。 根 据 您 ( 们 ) 的 请 求 , 由 该 日 起 保存 30 年 ,在 期 满 前 收 到 提供 培养 物 样 
品 的 请 求 后 再 延续 保存 5 年 。 
该 培养 物 的 存活 性 本 保藏 中 心 于 He 
毕 ,结果 为 存活 。 


中 国 典 型 培养 物 保藏 中 心 
负责 人 (签名 ) 
年 月 日 
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二 、 国 际 承认 用 于 专利 程序 的 培养 物 保藏 

迄今 ,各 国 专利 法 中 都 明确 规定 ,涉及 培养 物 的 生物 技术 发 明 
专利 申请 ,除了 要 向 专利 局 提交 专利 说 明 书 等 申请 文件 外 ,还 要 在 
申请 日 或 优先 权 日 前 ,最 迟 是 申请 日 向 专利 局 指定 的 保藏 机 构 , 提 
交 专 利 申请 涉及 的 培养 物 样品 用 于 专利 保藏 ,并 声明 对 公众 公开 ， 
这 才 算 符合 涉及 培养 物 的 专利 申请 的 受理 条 件 。 显 而 易 见 ,申请 
人 想 在 几 个 国家 同时 申请 同一 内 容 的 专利 时 ,就 得 事先 向 几 个 国 
家 分 别提 交 培 养 物 保藏 ,这 就 造成 人 为 的 多 次 重复 保藏 同一 样品 。 
另外 ,培养 物 是 具有 生命 的 有 机 体 ,需要 一 定 的 贮存 .运输 和 寄 送 
条 件 。 加 之 ,培养 物 入 境 检 疫 、 海 关 入 关 的 影响 ,各 国 专 利 局 指定 
保藏 机 构 保藏 范围 工作 程序 要 求 不 一 ,给 申请 人 带 来 极 大 的 麻 
烦 ,并 加 重 经 济 上 的 负担 , 稍 有 不 其 ,还 会 出 现 寄 送 途中 的 丢失 , 损 
害 申请 人 的 利益 。 更 为 严重 的 是 ,如 寄 送 中 出 现 意外 ,培养 物 会 造 
成 污染 环境 ,危害 人 类 健康 。 为 了 统一 程序 简化 手续 ,节省 时 间 ， 
达到 国际 标准 化 ,1973 年 ,英国 首先 提出 签 定 国际 承认 用 于 专利 
程序 的 微生物 保藏 条 约 的 建议 ,尔后 ,该 建议 得 到 世界 知识 产权 组 
织 的 重视 ,并 研究 采纳 了 英国 的 建议 。 世 界 知识 产权 组 织 分 别 于 
1974 Œ 1975 E 1976 年 召开 了 三 次 专题 会 议 ,讨论 签 定 保 藏 条 
件 的 可 行 性 。1977 年 4 月 ,在 匈牙利 首都 布达佩斯 召开 了 外 交会 
议 , 有 29 个 国家 ,11 个 国际 组 织 和 3 个 观察 员 身份 的 国家 及 地 区 
专利 组 织 参加 了 会 议 ,并 签 定 了 国际 承认 的 用 于 专利 程序 的 微 生 
物 保藏 条 约 (简称 布达佩斯 条 约 )。 条 约 对 缔约 国 的 责任 ,义务 及 
国际 保藏 机 构 的 申请 办 法 、 操 作 程 序 进行 了 明确 的 规定 。 我 国 于 
1995 年 申请 加 入 布达佩斯 条 约 , 现 为 布达佩斯 条 约 成 员 国 。 截 至 
1995 年 底 , 共 有 36 个 国家 和 地 区 性 专利 组 织 参 加 布达佩斯 条 约 。 

(一 ) 国际 专利 培养 物 保藏 机 构 的 资格 

布达佩斯 条 约 对 国际 专利 培养 物 保藏 机 构 的 资格 作出 了 明确 
规定 。 要 求 国际 保藏 机 构 必 须 是 设 在 缔约 国 领土 之 内 。 如 是 一 政 
府 工 业 产权 组 织 设 立 这 样 的 机 构 , 该 机 构 也 必须 设 在 该 组 织 的 成 
员 国 领土 上 。 此 外 ,该 机 构 要 连续 存在 ,拥有 必要 技术 水 平 的 工作 
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人 员 和 设备 ,具有 审查 培养 物 存活 性 和 科学 保存 的 能 力 ;公正 客观 
地 对 待 任何 请 求 保存 人 ,并 依法 向 公众 提供 保存 微生物 样品 , 同 
时 ,在 保存 期 间 , 又 要 对 公众 保密 ,不 得 随意 向 任何 人 提供 有 关 保 
存 微生物 菌 种 的 情报 。 

(二 ) 中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 承担 的 国际 保藏 义务 

非 布 约 缔约 国 加 入 布达佩斯 条 约 ,只 需 按 一 定 的 程序 向 世界 
知识 产权 组 织 递交 申请 ,经 审查 合格 方 可 加 入 。 而 要 成 为 国际 承 
认 的 专利 培养 物 保藏 机 构 (IDA) ,首先 要 由 世界 知识 产权 组 织 派 
专家 对 保藏 设施 ,人员 组 成 管理 水 平等 进行 考察 .论证 ,达到 布 达 
佩斯 条 约 规定 的 要 求 方 有 资格 申请 ;再 就 是 由 保藏 机 构 所 在 国政 
府 向 世界 知识 产权 组 织 申 请 ,经 批准 才能 成 为 国际 承认 的 专利 培 
养 物 保藏 机 构 。 在 现 有 的 36 个 布 约 国 中 , 仅 16 个 国家 被 批准 设 
X IDA。 中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 于 1994 年 底 通 过 了 世界 知识 
产权 组 织 的 专家 论证 ,并 于 1995 年 7 月 1 日 起 成 为 国际 承认 的 专 
利 培养 物 保藏 机 构 , 开 始 履行 布达佩斯 条 约 的 义务 。 对 于 中 国生 
物 技术 发 明 的 专利 申请 人 来 说 ,这 是 一 件 值得 庆幸 的 大 事 。 须 知 ， 
当 你 的 专利 申请 涉及 专利 培养 物 保藏 , 且 要 申请 多 国 专利 时 ,只 要 
将 培养 物 保藏 在 中 国 典型 培养 物 保藏 中 心 ,由 中 心 按 布达佩斯 条 
约 的 程序 出 具 存 活性 检测 证 明 书 即 可 。 按 布达佩斯 条 约 规定 ,该 
存活 性 证 明 书 在 布 约 缔约 国内 都 是 有 效 的 。 

(=) 国际 承认 的 专利 微生物 菌 种 保藏 机 构 ( International De- 
positary Authorities, IDA) 

如 前 所 述 ,专利 局 一 般 不 具备 保藏 培养 物 的 条 件 及 技术 手段 。 
因此 ,各 国 专利 局 指定 用 于 专利 程序 的 微生物 菌 种 保藏 单位 ,以 承 
担保 藏 专利 微生物 菌 种 的 业务 。 国 际 承 认 的 微生物 菌 种 保藏 单 
位 , 则 是 根据 布达佩斯 条 约 及 其 实施 细则 的 规定 来 确定 的 ,并 依法 
具有 一 个 政府 机 构 的 法 律 地 位 。 到 1995 年 底 ,国际 承认 用 于 专利 
程序 的 微生物 菌 种 保藏 机 构 有 28 个 ,它们 分 设 16 个 国家 , 见 附 表 
=Se 
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附 表 - 5 ”国际 承认 的 专利 微生物 菌 种 保藏 机 构 (IDA) 


名 称 所 在 国 保藏 范围 1994 年 底 前 保 
藏 专利 菌 种 数量 
澳大利亚 国家 分 析 试 验 室 澳大利亚 (AGAL) 微生物 菌 种 106 
比利时 微生物 保藏 中 心 比利时 (BOCM) 大 部 分 微生物 菌 种 53 
保加利亚 菌 种 保藏 库 保加利亚 (NBIMCC) 微生物 菌 种 703 
中 国 典 型 培养 物 保藏 中 心 中 国 (CCTCC) 几乎 所 有 培养 物 1054 
中 国 普通 微生物 茵 种 保藏 中 心 中 国 (CGMCC) 普通 菌 种 273 
捷克 微生物 保藏 所 捷克 (CCM) 普通 微生物 菌 种 32 
法 国 微生物 保藏 中 心 法 国 (CNCM) 几乎 所 有 的 培养 物 909 
”德国 微生物 保藏 中 心 德国 (DSM) 普通 微生物 菌 种 2498 
匈牙利 微生物 保存 中 心 匈牙利 (NCAIM) 工业 菌 种 155 
日 本 国家 生命 科学 和 人 类 技术 学 所 日 本 (NIBH) 几乎 所 有 的 培养 物 。 4938 
荷兰 真菌 保藏 所 荷兰 (CBS) 真菌 类 530 
韩国 细胞 系 研 究 联盟 韩国 (KCLRF) 动 植物 细胞 系 
能 国 微生物 保藏 中 心 韩国 (KCCM) 微生物 菌 种 
韩国 典型 培养 物 保藏 中 心 韩国 (KCTC) 培养 物 144 
前 苏联 微生物 保藏 中 心 俄罗斯 (VKM) 工业 微生物 15 
前 苏联 科学 院 微生物 理化 所 俄罗斯 (IBFM - VKM) 。 所 有 培养 物 
俄罗斯 国家 工业 微生物 保藏 中 心 ”俄罗斯 (VKPM) 工业 菌 种 56 
斯 洛 伐 克 酵 母 保存 所 斯 洛 伐 克 (CCY) 酵母 菌 
西班牙 普通 微生物 保藏 中 心 西班牙 (CECT) 普通 微生物 菌 种 48 
英国 藻类 和 原生 动物 保藏 中 心 英国 (OCAP) MA 原生 动物 3 
欧洲 动物 细胞 保藏 中 心 英国 (ECACC) 动物 细胞 系 等 753 
国际 真菌 学 研究 所 英国 (IMI) 真菌 .细菌 等 111 
英国 国家 食品 细菌 保 藏 中 心 英国 (NCFB) 工业 细菌 类 
英国 国家 典型 培养 物 保藏 中 心 英国 (NCTC) 普通 微生物 73 
KERRE ERRER HO 英国 (NCYC) 酵母 菌 类 37 
美国 国家 工业 和 海洋 细菌 保 藏 中 心 英国 (NCIMB) 工业 及 海洋 细菌 969 
美国 北方 农业 研究 所 培养 物 美国 (NRRL) 以 微生物 蓝 种 为 主 。 2280 
保藏 中 心 
美国 典型 培养 物 保藏 中 心 美国 (ATCC) 几乎 所 有 的 培养 物 。 10299 
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